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L u s t van a f k o r t i n g e n . 
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Inleiding 
Uit onderzoekingen van de laatste jaren blijkt dat de leukocyten, en wel voor-
namelijk de lymfocyt en de monocyt-makrofaag, een belangrijke rol spelen in 
het verloop van virusinfekties. 
Ten gevolge van de interaktie van virussen met lymfocyten zou de funktie van 
de lymfocyt bij de immunologische afweer kunnen worden onderdrukt. Zo is bi j -
voorbeeld na poliovaccinatie de vertraagde overgevoeligheidsreaktie op tuberkuline 
verminderd (Berkovitch et al. , 1966). 
Phytohemagglutinine (PHA), een extrakt uit de zaden van Phaseolus vulgaris, 
veroorzaakt in vitro de transformatie van de lymfocyt tot lymfoblast. Deze zoge-
naamde blastogenese gaat gepaard met een stimulatie van de RNA- en eiwitsynthese, 
gevolgd door een induktie der DNA-synthese en mitotische aktiviteit. 
Poliovirus remt zowel de door PHA geïnduceerde, als de door specifiek anti-
geen geïnduceerde DNA-synthese van de lymfocyt (Willems et a l . , 1969c, 1970). 
Het doel van ons onderzoek was, opheldering te verkrijgen omtrent het mecha-
nisme waardoor poliovirus de DNA-synthese van met phytohemagglutinine ge-
stimuleerde lymfocyten remt. De vermindering van de DNA-synthese kon niet 
worden toegeschreven aan een cytopathogeen effekt van het virus (Willems et al . , 
1969c). 
In tegenstelling tot de bevindingen van Willems et al. (1969b) vonden wij dat de 
door PHA geïnduceerde lymfoblast geen rol van betekenis speelt in de vermenig-
vuldiging van poliovirus in lymfocytenkweken. De veronderstelling dat een 
"abortieve" infektie van de lymfocyt door poliovirus de oorzaak zou zijn van de 
remming der DNA-synthese (Willems et a l . , 1969c), werd door ons onderzoek 
niet bevestigd. 
Een direkt effekt van poliovirus op de DNA-synthese van de cel lijkt met ver -
antwoordelijk te zijn voor de door poliovirus geïnduceerde remming der DNA-
synthese van de met PHA gestimuleerde lymfocyt. 
Ter verklaring van de remming der DNA-synthese van de gestimuleerde lymfo-
cyt door poliovirus postuleerden wij de hypothese dat deze remming indirekt werd 
veroorzaakt door een effekt van poliovirus op de monocyt-makrofaag, waardoor 
de noodzakelijke rol van dit celtype tijdens de stimulatie van de lymfocyt door 
PHA wordt geblokkeerd. Deze hypothese houdt rekening met de, ook door anderen 
gevonden, waarneming, dat intakte makrofagen noodzakelijk zijn voor zowel de 
specifieke antigeen- als voor de PHA-stimulatie van de lymfocyt. 
De resultaten van ons onderzoek zijn met de voorgestelde hypothese in overeen-
stemming: de monocyt-makrofaag is noodzakelijk voor de remming der DNA-syn-
these en bovendien verantwoordelijk voor de virusreplikatie in de lymfocytenkweken. 
* 
Voor l i teratuurreferenties verwijzen wij naar hoofdstuk 1. 
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Hoofdstuk 1. Literatuuroverzicht 
Sinds de publikaties van Metchmkoff Maximov en anderen rond de eeuw-
wisseling over de fagocyterende aktiviteit van leukocyten, is er veel onderzoek 
gedaan naar de rol van de verschillende typen van deze cellen -lymfocyten, 
polyroorfkernige leukocyten en monocyten- in de afweerreaktie van het organis-
me tegen baktenele infekties. De anti-bakteriële immuniteit wordt tegenwoordig 
relatief goed begrepen (overzicht Mackaness en Blanden, 1967). 
De rol van de verschillende typen leukocyten in virale infekties is echter veel 
minder duidelijk. Het feit dat natuurlijke en experimentele virusinfekties vaak ge-
paard gaan met veranderingen in de leukocyten samenstelling en het optreden van 
atypische leukocyten, suggereert een rol van deze cellen in de viruspathogenese. 
Deze veronderstelling wordt ondersteund door onderzoekingen waarin tijdens 
natuurlijke of experimentele virubinfekties uit de verschillende typen leukocyten 
virussen konden worden gcTsolerrd. Voor een overzicht van de leukocyt-virus 
intcraktie wordt verwezen naar het overzicht van Grosser en Lang (1966). 
In leukemische en lymfomateuze cellen werd eveneens de aanwezigheid van 
virusantigenen aangetoond. De kausale relatie is echter nog geenszins duidelijk 
(overzicht Epstein, 1971c). 
Uit tal van onderzoekingen bleek dat de makrofaag een sleutelpositie inneemt 
in de weerstand van de gastheer tegen virale infekties en van groot belang is 
voor het verloop van de viruspathogenese (overzichten Mims, 1964, Allison, 1970). 
In verschillende experimentele diermodellen bleek dat de virusgevoeligheid van 
de gastheer direkt is gekorreleerd met de virusgevoeligheid van de makrofaag 
(Bang et al,, 1960, Goodman et al . ,1962, Johnson, 1964, Roberts, 1964, Hirsch 
et al., 1970). 
De makrofaag (overzichten Pearsa l l en Weiser, 1970, Vernon-Roberts, 1972) 
of mononucléaire fagocyt (Fürth, 1970) is een relatief groot celtype, voorkomend 
in bijna alle weefsels van het organisme en deel uitmakend van het zogenaamde 
Reticulo-endotheliale systeem (overzicht Stuart, 1970),dat zorg draagt voor de 
verwijdering van lichaamsvreemde part ikels . Hun endocytotische aktiviteit speelt 
een belangrijke rol in ontstekingsreakties (overzicht Spector, 1970), de 
induktie der antilichaamsynthese (overzichten Schwartz et al. , 1970, Unanue en 
Cerottini, 1970) en de cellulaire immuniteit (overzichten Mackaness, 1970, 
Bloom en Bennett, 1970). De makrofagen zijn in het organisme op strategische 
plaatsen gelokaliseerd en daardoor in een unieke positie om reeds in een vroeg 
stadium van een virusbesmetting met viruspartikels in kontakt te komen. Het 
verloop van een virusinfektie hangt dikwijls af van deze, vroege, makrofaag-
virus interaktie (overzicht Mims, 1964). 
15 
Er zijn Sterke aanwijzingen dat de monocyt de direkte voorloper is van de 
makroíaag (Fürth et al. ,1968). Uit de onderzoekingen van Cohn en medewer-
kers werd duidelijk dat de monocyt zich in vitro kan ontwikkelen tot een makro-
íaag, een transformatieproces dat gepaard gaat met vele morfologische, meta-
bolische en funktionele veranderingen, zoals een toename van het celvolume, van 
het Golgi-komplex, van het aantal lysosomen en mitochondriën, van de aktiviteit 
der lysosomale enzymen, van de glycolytische aktiviteit, van de RNA- en eiwit-
synthese en van de fagocytotische aktiviteit (overzicht: Cohn, 1969). 
Of de monocyt de enige voorloper-cel is voor het ontstaan van de makrofaag is 
nog een omstreden kwestie. Uit de onderzoekingen van Elves en medewerkers 
werd waarschijnlijk dat ook de lymfocyt zich, onder invloed van polym orfkernig e 
leukocyten.kan transformeren tot een makrofaag (Cough et a l . , 1965; Elves et al . , 
1966). Deze laatste onderzoekingen hebben de inzichten omtrent het pluripotente 
karakter van de lymfocyt aanzienlijk gewijzigd. Tegenwoordig wordt algemeen 
aanvaard dat do lymfocyt geen inerte eindcel is, maar een celtype met vele 
differentiatiemogelijkheden en funkties (overzicht: Elves, 1966b). 
De belangrijkste funktic van de lymfocyt is haar immunologische kompetentie 
(overzicht: Gowans en MacGregor, 1965). Klinische en experimentele gegevens 
zijn konsistent met de opvatting van een uit twee komponenten bestaand lymfoi'd 
systeem (overzicht: Craddock et a l . , 1971): 
a) de zogenaamde "Thymus-dependent" of T-lymfocyten, op de al lereerste 
plaats verantwoordelijk \oor de cellulaire immuniteit, waarin als effektoren 
specifiek gesensibiliseerde lymfocyten optreden, en 
b) de zogenaamde "Bursa-equivalent-dependcnt" of R-lymfocyten, verantwoorde-
lijk voor de humorale immuniteit, waarin specifieke Immunoglobulinen de 
effektoren zijn. 
Hoewel de funkties van beide typen van lymfocyten te onderscheiden zijn, bestaat 
er een grote mate van wisselwerking tussen beide (overzicht: Miller et a l . ,1971). 
Met name kunnen de T-cellen als helpercellen optreden tijdens de induktie van 
de antilichaam-synthese (overzicht: Mitchell et a l . , 1971). 
In het induktieproces van zowel de humoraal-als de cellulair-immunologische 
reaktie tegen pathogène antigenen (zoals bakteriën en virussen) speelt de makro-
faag een pr imaire rol door de fagocytose en modifikatie van het antigeen en ook 
in de afwikkeling van de immuunreaktie zijn zij onmisbaar (overzichten: Nelson, 
1969; Schwartz et a l . , 1970; Mackaness, 1970). 
Uit onderzoekingen van de laatste jaren blijkt dat het vooral de cellulaire im-
muniteit i s , die een rol speelt in de afweer van de gastheer tegen virale infekties 
(overzicht: Glasgow, 1970a). Bij patiënten met een dysfunktie van de humorale 
immuunreaktie verloopt een virusinfektie gewoonlijk normaal, doch patiënten 
met syndromen waarbij de cellulaire immuniteit is gestoord, vertonen een ver-
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hoogde gevoeligheid voor bepaalde virusinfekties (Fulgimti et al ( ) 196B). Uit 
experimenten waarin de invloed van thymektomie, bestraling, immunosuppres.-
siva en anti-lymfocytenserum werd nagegaan, kon eveneens de centrale funktie 
van de cellulaire immuniteit in de afweer tegen virusinfekties worden afgeleid 
(Zisman et al, 1970) (overzichten Hirsch *n Murphy, 1968; Glasgow, 1970a). 
Ook de door virus geïnduceerde synthese van interferon, een anti-viraal eiwit 
waarvan het werkingsmechanisme nog een omstreden vraag is (overzicht· 
Clercq en Mengan, 1970) lijkt een funktie van de cellulaire immuunreaktie te 
zijn en wellicht een belangrijke faktor in het verloop van de viruspathogenese 
(overzichten Glasgow, 1970b, Baron, 1970). 
Terwijl de cellulaire immuniteit enerzijds belangrijk is in het onschadelijk 
maken van een virusinfektie, kan de afweerreaktie anderzijds juist de ziekte-
verschijnselen oproepen, die karakterist iek zijn voor de betreffende virusin-
fektie (от. erzieht Allison, 1967). 
Er blijkt in de gastheer een subtul evenwicht te bestaan tussen de aktiviteit van 
hit virus i-n dt immunologische renktie t r o p . Afhankelijk van het soort virus 
с η plaats van infektie kan du immunologische reaktie een rol in de afweer van 
de virusinfektie en in de viruspathogenese sptlen (ovi rzichten Allison, 1967, 
Glasgow, 1970a). 
Verschillende virussen kunnen het normaal funktioncren van het immunolo­
gische mechanisme aanzienlijk verstoren, hetgeen de oorzaak is van allerlei 
immunopathologische afwijkingen (overzicht Notkins et al,, 1970). Ze kunnen de 
verschillende uitingen van de immunologische funktie zoal·; de antilichaamsyn-
thi se, vertraagde ovcrgevoeligheidsreaktie, transplantaat- en tumorafstoting 
en fagocytose zowel onderdrukken als juist stimuleren. 
In dit verband zijn de zogenaamde persisterende virusinfekties (zoals bijvoor­
beeld rubella-en LCM-virus) interessant, waarin het virus op een nog groten­
deels onopgehelderde wijze de immunologische afweer van de gastheer ontloopt 
of t rotseert en gedurende lange tijd in de gastheer aanwezig is (overzichten 
Volkert en Hannover-Larsen, 1965. Rawls, 1968, G a r d e t a l . , 1969). Volgens 
Rawls (1968) zou het virus in deze gevallen een specifieke tolerantie van de 
cellulaire immuniteit induceren, veroorzaakt door de mogelijke aanwezigheid 
van het virus in immunokompetente cellen. 
Op basis van deze gegevens moeten virussen beschouwd worden als mogelijke 
oorzaak van al lerlei syndromen met onbekende etiologie waarin de immunolo­
gische funktie is verstoord. 
Het effekt van een virusinfektie op het immunologische mechanisme is mogelijk 
een faktor in de tumorgenese (Friedman et al,, 1971), en de etiologie van autoim-
muunziekten (Allison et a l„ 1971). 
Uit voorgaand, kort, overzicht wordt het belang van het onderzoek van de lym-
focyt-makrofaag-virus interaktie genoegzaam duidelijk. 
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Reeds lang wordt gepoogd de funktie en het werkingsmechanisme van het im-
munologisch apparaat te bestuderen onder gekontroleerde in vitro omstandig-
heden (overwicht Dutton, 1967). Thans zijn tal van m vitro modellen beschik-
baar, zowel voor de humorale (overzicht Coombs en Franke, 1969) als voor de 
cellulaire immuunreaktie (overzicht Bloom, 1971). 
Een veel bestudeerd model van de cellulaire immuunreaktie is de specifieke 
antigeen-stimulatie, een in vitro analogen van de vertraagde overgevoeligheide-
reaktie, waarin de gesensibiliseerde lymfocyt van een gefmmuniseerde donor, 
onder invloed van het specifieke antigeen, wordt gestimuleerd en zich transfor-
meer t tot een lymfoblast· een grote, basofiele en zich aktief delende cel (Pear -
main et al., 1963, Elves et al. , 1963). 
Naast de specifieke stimuli onderscheidt men de zogenaamde aspecifieke st i-
muli of mitogenen, zoals bijvoorbeeld phytohemagglutmine. Phytohemagglutinine 
(PUA),een extrakt uit de zaden van Phaseolus vulgaris, werd reeds door Land-
s te in t r gebruikt om erytrocyten te agglutineren en Li en Osgood (1949) gebruik-
ten het om suspensies van leukocyten te schelden van erytrocyten. 
De blastogene en mitogene eigenschappen van PHA werden ontdekt door NoWell 
(1960), die aantoonde dat de lymfoblasten in leukocytenkweken, welke waren 
bereid in aanwezigheid van PHA, door PHA werden geïnduceerd. In 1962 toonde 
Cars ta i r s aan dat de kleine lymfocyt de direkte voorloper is van de door PHA 
geïnduceerde lymfoblast. 
De kleine lymfocyt, gekenmerkt door een grote nucleus, zonder nucleoli^en 
een smalle ring van cytoplasma, transformeert zich onder invloed van PHA 
tot een twee tot vier maal grotere lymfoblast met een sterk basofiel cytoplasma 
en een grote leptochromatische kern met een of meer nucleoli (Yoffey et a l , , 
1965). Deze cellen zijn in staat zich te delen, in tegenstelling tot de lymfocyt 
(Cooper et al., 1965). 
Elektronenmikroskopische onderzoekingen toonden een grote toename aan van 
het Golgi-apparaat en van het aantal ribosomen en mitochondnen (Elves et a l . , 
1964). De morfologische veranderingen gaan gepaard met een stimulatie der 
metabolische aktiviteit. Zowel RNA-synthese (Rubin et al. , 1965, Cooper et a l , , 
1965, Rubin, 1970a; Cooper, 1970a) als eiwitsynthese (Torelli et al., 1966, 
Parent i et al . , 1966, Kay et al . , 1971) worden gestimuleerd, waarna de DNA-
synthese wordt geïnduceerd (Bender en Prescott , 1962, Cooper et al , , 1963, 
Michalowski, 1966, Salzman et a l . , 1966). 
Eveneens is een toename van de glykolytische aktiviteit te konstateren 
(Rabinowitz et al., 1967, 1968) en is de aktiviteit van al ler lei enzymen ver-
hoogd. Voor een uitgebreid overzicht van alle biochemische en metabolische 
veranderingen tijdens de blastogenese verwijzen wij naar de overzichten van 
Naspitz en Richter (1968) en Ling (1968). 
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Het mechamsme der PHA stimulatie is nog geenszins duidelijk. Aangetoond 
werd dat de PHA stimulatie gepaard gaat met veranderingen op alle niveaus 
van genetische kontrole, zoals t ransknpt ie , t ransport en translat ie van de ge-
netische informatie (overzicht Cooper, 1970b). De PHA stimulatie van de lym-
focyt wordt dan ook frekwent gebruikt als model voor de bestudering van de 
gen-aktivenng en gen-expressie . 
Over de vraag of PHA de gen-aktivenng tot stand brengt, indirekt, middels 
een.extracellulaire.membraanaktivering via PHA specifieke receptoren op het 
oppervlak van de lymfocyt (Lindahl-Kiessling, 1972) of door een direkt, intra-
cellulair effekt (Adler et al. , 1972) zijn de meningen nog verdeeld. 
Onmiddellijk na PHA toevoeging worden een aantal membraan-gebonden en-
zymen, zoals het Na-K-ATP-ase (Quastel et al. , 1970) en het adenylcyclase 
(Pastan et al., 1971) geaktiveerd en treden komjiexe veranderingen op in het 
desoxynbonucleoproteine komplex, zoals histonacetylatie (Pogo et al., 1966) 
fobforylatie van de nucleoproteïnen (Kleinsmith et al., 1966) en een toegenomen 
affiniteit van het DNP-komplex voor acndine-oranje (Killander et al., 1965, 
1969) en actinomycine (Darzynkiewicz et al . , 1968, 1969). 
Als gevolg van de antigene of mitogene stimulatie produceert de lymfoblast 
in vitro een aantal eiwitten, de zogenaamde lymfokintn, waarvan men het ver-
moeden heeft, dat zij een belangrijke rol spelen in de cellulaire immuunreaktie 
(overzicht Lawrence en Landy, 1969). Als een van deze lymfokinen wordt 
interferon beschouwd, dat zowel tijdens de antigeen- (Green et al., 1969) als 
tijdens de PHA stimulatie (Wheelock, 1965) in het medium van de leukocyten-
kweken verschijnt. 
De in vitro transformatie van de lymfocyt door PHA, wordt gebruikt als k r i -
tenum voor het al of met ' normaal ' funktioneren van dit celtype (Rubin, 1970b) 
en de inkorporatie van H-thymidine in het DNA wordt vaak als parameter van 
de PHA-respons gehanteerd (Fitzgerald, 1972). 
Op basis van het feit dat lymfocyten van patiënten met verschillende lymfo-
proliferatieve afwijkingen, die gepaard gaan met een gestoorde cellulaire im-
muniteit, zoals ziekte van Hodgkin, chronische lymfatische leukemie, lymfo-
sarcoma, agammaglobulinemie en thymusdysplasie,zich niet of nauwelijks 
door PHA laten stimuleren (overzicht Rubin, 1970b),postuleerden Hersh 
en Oppenheim (1965) de hypothese dat de PHA-reaktiviteit een parameter 
zou zijn van de cellulair immunologische kompetentic van de lymfocyt. 
Uit experimenten waarin de invloed van thymektomie op de PHA-respons werd 
onderzocht, werd duidelijk dat het de T-lymfocyten zijn, die zich door PHA 
laten stimuleren (Janossy et al,, 1971). 
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Lymfocyten van patiënten met kongenitale rubella (Montgommery et al. , 1967), 
iníektieu/e hepatitis (Mella et al,, 1967) en infoktieuzu mononucleosis (Rubin, 
1966) vertonen eveneens een verminderde PHA-respons. 
Olson et al,(1968) suggereerden dat sommige virussen in staat zouden zijn in 
lymfocyten te penetreren, te interfereren met het celmetabolisme en daardoor 
de oorzaak zouden zijn van een gestoorde cellulair immunologische kompetentie 
en van een verminderde PHA-reaktiviteit van de lymfocyt. Het bleef echter de 
vraag of,primair, een gestoorde immunologische reaktiviteit de patiënten ge-
voeliger maakt voor bepaalde virusinf<kties of dat, pr imair , de virusinfektie 
de oorzaak is van een gestoorde immunologische reaktiviteit. 
Daarom werd in verschillende onderzoekingen de invloed van een in vitro 
virusinfektie op de PHA-respons van normale lymfocyten nagegaan (overzicht: 
Wheelock, 1971). Vele virussen blijken de PHA-respons van normale lymfo-
cyten te remmen (zoals rubella, mazelen, NDV, VSV, Influenza A en B, bof, 
Sendai, reo, polio, ECHO, vaccinia, herpes) doch in de meeste gevallen kon 
dit worden toegeschreven aan de cytopathogenc aktiviteit van deze virussen. 
Slechts voor een aantal virussen (rubella, mazelen, polio en ECHO) vormde dit 
geen verklaring voor de waargc nomen remming der PHA-respons (Olson et al, , 
1968, Willems et al. , 1969a, 7weiman, 1971). 
Terwijl de monocyt-makrofaag een relatief virusgevoelig celtype is, waarin 
een groot aantal virussen zich kunnen vermenigvuldigen (overzicht Silverstein, 
1970) vormt de kleine lymfocyt een virusresistente cel. Alleen in lymfoblasten, 
ontstaan na antigene of mitogene stimulatie van de lymfocyt, of aanwezig in 
lymfoblastoi'de cellijnen van lymfomateuze (Burkitt) of leukemische oorsprong, 
zijn bepaalde virussen in staat zich te repliceren (Wallace, 1969, Chung et al . , 
1970, overzicht Wheelock, 1971). 
Zo zijn herpes- (Nahmias et al . , 1964), bof- (Duc-Nguyen et al, . 1966) vaccmia-
(Miller et al., 1968) vesicular stomatitis- (Edelman et al, , 1968) en gele koorts-
virus (Wheelock et a l . , 1969) in staat zich in lymfocytenkweken te vermenig-
vuldigen, slechts na stimulatie met PHA. 
Verschillende virussen, zoals VSV, gele koortsvirus en polio kunnen zich in 
niet gestimuleerde leukocytenkweken vermenigvuldigen omdat zij de monocyt-
makrofaag als gasteel gebruiken (Edelman et al,, 1967, Willems et al,, 1969b, 
Wheelock et al . , 1969). 
Edelman en Wheelock (1968) opperden de veronderstelling dat stimulatie van 
het celmetabolisme van de lymfocyt een voorwaarde zou zijn voor de v i rus re-
plikatie. Ter verklaring hiervan dachten zij in eerste instantie aan de toename 
van het aantal, voor de synthese van virus-specifieke eiwitten noodzakelijke, 
ribosomen na PHA stimulatie. Willems et al ( 1969b)meenden dat door een toe-
name van virus-specifieke oppervlaktereceptoren, als gevolg van de transfor-
matie, de virusadsorptie en penetratie efficiënter zouden verlopen. 
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Terwijl PHA dus enerzijds noodzakelijk blijkt voor het ontstaan van virusge-
voelige lymfoblasten, lijkt het ze anderzijds weer partieel res is tent te maken 
door de induktie van de Interferonsynthese (Wheelock, 1965, Friedman et al., 
1967, Epstein et a l . . 1970a). 
Verschillende virussen, zoals Sendai (Gresser , 1961), en NDV (Wheelock, 1966) 
zijn eveneens in staat in leukocytenkweken de synthese van interferon te inducerei. 
De door^rlrus-gelhduceerde interieronsynthese zou een van de oorzaken kunnen 
zijn voor de relatieve virusongevoeligheid van de lymfocyt, naast het ontbreken 
van voldoende ribosomen en -van virusspecifieke receptoren. 
Uit het voorgaande, beknopte overzicht wordt wellicht duidelijk dat de leuko-
cyt-virus interaktie een gekompheeerd verschijnsel is, waarvan het onderzoek 
ons inzicht kan verschaffen in het mechanisme van de immunologische afweer 
van de gastheer tegen virusinfekties als ook in het verloop van de viruspatho-
genese en bovendien in het ontstaan van \ irus-gerhduceerde immunodeficiëntie-
ziekten en in het mechanisme van de zogenaamde persis terende virusinfekties. 
De remming van de DNA-, de RNA-, en de eiwitsynthcse door poliovirus, 
Evenals andere picornavirussen, is poliovirus in btaat rio cellulaire RNA-, 
eiwit- en DNA-synthese te remmen (overzichten· Franklin en Baltimore, 1962, 
Holland, 1964, Martin en Kerr, 1968). 
Ackermann et al. (1965b) postuleerden de hypothebe dat de remming der 
DNA-synthese tot stand kwam via een stimulatie van de histon-synthcse door 
poliovirus ( A c k e r m a n n e t a l . , 1965a), waardoor de "primer"-aktivi tei t 
-als ook de "template"-aktïviteit- van het DNA zouden worden geblokkeerd. 
Hand et al. (1971) vonden, dat met het proces der "chain-elongation", doch 
het imtiatieproces van de DNA-replikatie door het virus wordt geremd, wellicht 
als gevolg van de remming der eiwitsynthese. 
Hunt et al. (1971) toonden aan dat deze remming van de eiwitsynthese geschiedt 
door middel van een virusspecifiek, dubbelstrengig RNA, dat de assemblage van 
ribosomen tot polysomen zou kunnen verhinderen (Leibowitz et al . , 1971). 
Tijdens de replikatiecyklus van poliovirus, een enkelstrengig RNA-virus, ver-
schijnt een dubbelstrengig RNA ("Replicate From") als tussenstadium (over-
zicht, Erikson, 1968). 
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Hoofdstuk 2. Materiaal en Methoden 
2 . 1 . Cclkweken en Media 
Voor de bereiding der poliovirussuspensiee werd gebruik gemaakt van pri­
maire kweken van niercellen die afkomstig waren van rhesusapen. De cel­
len werden bij 36 С gekweekt in 250 ml-Kimble flessen met Hanks'fysio-
logisch zout-oplossing (BSS) (Hanks et al., 1949) waarin 0, 5% (w/v) lactal-
bumme hydrolysaat (LAH) (N.B.C ) en 20% kalfsserum als onderhoudsme-
dium. 
Het passagemedium bestond uit TC-medium 199 (Gibco) (Morgan et al„1950) 
met 2% nuchter каИззегит*'. 
Voor de infektiviteitstitraties van poliovirus werd gebruik gemaakt van Vero-
cellen, een cellijn die afkomstig is van apemeren (Yanamura et a l . , 1963). 
Ze werden gekweekt in Hanks BSS met 0, 5% (w/v) LAH en 20% kalfsserum m 
Falcon plastic petrischaalt jes (60 χ 15 mm), bij 36 С in een atmosfeer van 
5% CO, in lucht en 98% relatieve vochtigheid. Na drie dagen was een aaneen­
gesloten monolayer gevormd en werden de schaaltjes gebruikt voor de v irus-
ti trat ies. 
De Vero-cellen werden bij 36 С aangehouden in 250 ml-Kimble flessen in 
hetzelfde medium. 
Aan de media werden penicilline, streptomycine (belde van Mycofarm) en 
natriumbicarbonaat toegevoegd. De kweken werden regelmatig gekontroleerd 
op mycoplasma met behulp van speciale voedingsbodems (Chanock et al,, 1961). 
De sera werden in ons laboratorium bereid. " van Merck. 
2. 2. Virus stammen 
Voor ons onderzoek werd voornamelijk gebruik gemaakt van poliovirus type 1 
(Mahoney, 16-de tot 28-ste passage op pr imaire apenier). In enkele experi­
menten (hoofdstuk 4 en 5) werd gebruik gemaakt van de virulente prototypen 
van poliovirus type 1 (Mahoney-stam), poliovirus type 2 (MEF- 1- stam) en 
poliovirus type 3 (Saukett-stam) benevens van virulente en avirulente polio-
virusstammen van type 1, 2 en 3 die uit faeces van patiënten of uit afvalwater 
waren geïsoleerd (Verlinde et al., 1970). Deze stammen ontvingen wij van 
Prof. Dr. J. Verlinde van het Laboratorium voor Medische Microbiologie der 
Rijksuniversiteit te Leiden. 
Ook werden experimenten gedaan met vaccinstammen van poliovirus type 1, 
2 en 3 (Sabm-vaccin) die ons ter beschikking waren gesteld door Dr. B. Hof-
man van het Rijksinstituut voor de Volksgezondheid (R. I. V. ) te Utrecht. 
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De .stammen werden alle in ons laboratorium gepasseerd op primaire арепіег-
cellen. 
Na het bereiken van een volledig cytopathologisch effckt (CPE) (na ongeveer 24 
uur) werden de kweken drie maal bevroren eh ontdooid, werd het celdebris af-
gecentrifugeerd gedurende 20 minuten bij 3000 rpm en werden de supernatants 
met bicarbonaat gesteld op een pH van ongeveer 7 en bewaard bij -20 C. De 
infektiviteitstiter bedroeg 5 tot 25 χ 10 PFU/ml. Voor gebruik werden de virus-
inokula gekontroleerd op mycoplasma volgens Chanock et al (1961). 
¿. 3. Dereidine van kweken van humane, perifere leukocyten 
¿ 3. 1. Kweken van ongezuiverde lymfocyten 
De gtvolgde methode is afgeleid van die van Moorhead et al.(1967). Van gezon-
de, volwassen donors wi rd 50 ml veneus bloed afgenomen in een plastic spuit 
(Shi rwood), ооглсп van 2000 С héparine (Organon) en 5 ml 5% dextraanoplos-
sing (Poviet), (Skoog et αϊ , 1956). 
Nadat de crytrocyten waren uitgezakt, werd de bovenstaande heldere, leukocy-
tcnrijke "buffy coat" overgebracht in met-gesiliconeerde centrifugebuizen via 
een daartoe omgebogen injektienaald. 
Een derde deel van deze "buffy coat" werd drie maal gewassen (10 min. centri­
fugeren bij 1000 rpm) met Hanks' BSS (pH 7.2) ter verwijdering van antistoffen 
tegen poliovirus. De cellen werden daarna opgenomen m TC-medium 199 met 
20% foetaal kalfsserum (Flow) en 0, 10% (w/v) bicarbonaat. Dit medium werd 
gedurende 24 uur bij 36 С en 5% CO, m lucht geprei'nkubeerd opdat de HCOj -
CO2 buffer zich kon instellen op een pH van 7,2. De с e Ikon с ent rati e werd ge­
steld op 4 χ 10 leukocyten/ml. De leukocytensuspensie werd in porties van 0, 5 
ml uitgevuld in zorgvuldig gereinigde, steriele, kultuurbuizen (10x125 mm) 
(Rewin). De buizen werden afgedekt met losjes aansluitende aluminiumfolie-
kapjes om gasuitwisseling mogelijk te maken. 
2.3.2 Kweken van gezuiverde monocyten 
De gevolgde methode is afgeleid van Berman et al (1462) De leukocyten in 
het resterende, twee derde deel van de onder 2. 3. 1 beschreven "buffy coat" 
werden metTC-medium 199, voorzien van 40% foetaal kalfsserum en 0,05% 
(w/v) bicarbonaat, verdund tot een celkoncentratie van 20 χ 10 leukocyten/ml 
en in porties van 0, 5 ml uitgevuld in kultuurbuizen (10x 125)(Kimax) met bake-
lieten schroefdoppen, en gedurende twee uur horizontaal bij 36 С geïnkubeerd. 
Onder deze omstandigheden hecht het merendeel van de in de leukocytensus-
pensie aanwezige monocyten zich,door hun oppervlakte-aktiviteitjaan het glas-
oppervlak. 
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Na deze adsorptie-periode werd de bovenstaande suspensie van met-gehechte 
celtypen (voornamelijk lymfocyten en polymorfkernige leukocyten) afgeschon-
ken, werden de monocyten drie maal gespoeld met medium en werd, na toe­
voeging aan de buizen van 0, 5 ml medium, bij 36 С gefnkubeerd, 
2. 3. 3. Kweken van gezuiverde lymfocyten 
De gevolgde zuiveringaprocedure werd beschreven door Lamvik (1966). 
De onder 2. 3. 2. beschreven afgeschonken celsuspensie werd op een kolom 
(2,5x40 cm) volgens Rabinowitz (1964) gebracht, waarin gesiliconeerde (met 
Siliclad, Clay Adams) nylonwatten (Filtralon, A . R . A . ) , die gedurende mini­
maal 1 uur was geprelhkubeerd met het onder 2 .3 .2 . beschreven medium. De 
kolom was omgeven door een watermantel, waardoor de temperatuur van de ko­
lom op 36 С gehouden kon worden. 
Kadat tijdens een inkubatieperiode van 30 minuten de polymorfkernige leukocyten 
zich, door hun oppervlakte-aktiviteit, samenhangend met hun fagocyterende ei­
genschappen, aan de nylonwatten hadden gehecht, werden de met-gehechte lym­
focyten met een druppelsnelheid van 1 ml/min. uitgespoeld met het preftikubatie-
mcdium en opgevangen in gesiliconeerde centrifugebuizen, drie maal gewassen 
(10 min. centrifugeren bij 1000 rpm) met Hanks' BSS en geresuspendecrd in het 
onder 2. 3. 1. beschreven medium tot een koncentratie van 4 χ 10 lymfocyten/ml. 
Deze suspensie werd in porties van 0, 5 ml uitgevuld in kultuurbuizen ( 10 χ 125 mm) 
en afgedekt met alumimumfoliekapjes. Aan de beschreven media werden penicil­
line, streptomycine en een extra hoeveelheid 1-glutamine ( N . B . C . ) toegevoegd. 
2.3.4. Kweken van polymorfkernige leukocyten 
De aan de Filtralon-kolom gehechte polymorfkernige leukocyten (PMN) kunnen 
worden geëlueerd met behulp van een 0, 02%-EDTA (Merck), fosfaat gebufferde 
zoutoplossing zonder calcium en magnesium (Rabinowitz, 1964). De polymorf-
kernige leukocyten werden drie maal gewassen en geresuspendee rd m het onder 
2. 3. I. beschreven medium tot een koncentratie van 4x 10 cel len/ml . De cel-
suspensie werd in porties van 0,5 ml per kultuurbuis uitgevuld. 
2. 3. 5. Beënten der kweken met virus 
De onder 2. 3. beschreven celkweken werden beent met 0, 2 ml van een poliovirus-
verdunning. Aan kontrole-buizen werd 0, 2 ml medium toegevoegd. De kweken 
werden vervolgens gedurende 1 uur bij 36 С gefnkubeerd en hierna tot 2 ml aan­
gevuld met het onder 2 .3 . 1. beschreven medium waaraan 0, 7% (v/v) phytohemag-
glutimne (PHA-M, Difco) was toegevoegd, zodat de eindkoncentratie van PHA 
0, 5% (v/v) bedroeg. De celkoncentratie was dus tenslotte 1x10 cellen/ml. 
ChemikaliSn van Merck. 
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Kontrole-kwekcn bevatten geen PHA. 
De celkweken werden vervolgens bij 3b С in een atmosfeer van 5% COj in lucht 
en 9h% relatieve vochtigheid geïhkubeerd. De monocytenkweken werden, na be-
enting, met tot 2 ml, doch tot 1 ml met het onder 2 .3 .2 beschreven medium 
aangevuld en horizontaal geïhkubeerd bij 36 C. 
De dag na het inzetten der kweken werd de overmaat, met geadsorbeerd, extra-
cellulair virus door een 3 maal herhaalde wasprocedure (10 min. centrifugeren 
bij 1000 rpm) met Hanks' BSS, verwijderd en werden de kweken opnieuw ver-
verst met 1 ml medium met of zonder 0,5% PHA. De buizen voor de bepaling 
der DNA-synthese werden met gewassen en het met-geadsorbeerde virus bleef 
daarin gedurende de gehele kweekpenode aanwezig. Dit had geen invloed op de 
resultaten. 
Dt kweken werden na 5 à 6 dagen beëindigd. 
Tijdens de verschillende fasen van de procedure werden celtellingen verricht 
met behulp \an een hemocytometer volgens Bürker-TUrk en werd de vitaliteit 
der cellen bepaald met behulp van de trypaanblauw -exclusie methode (Black 
et al., 1964) 
Uitstrijkpreparaten ter bepaling van de differentiële samenstelling der celsus-
pensies en de zuiveringsgraad, werden gekleurd volgens May-Grtlnwald-Giemsa. 
kleurstoffen van Merck. 
2 4. BLreiding van kweken van humane, tonsillaire lymfocyten 
Do gì volgde methode is afgeleid van die van Eustatia (1971). 
De operatief verwijderde tonsillen werden opgevangen in Hanks' BSS met 20% 
kalf s serum en hiermee drie maal gespoeld. In een steriele petnschaal met 
medium werden de tonsillen met behulp van een steriele skalpel en pincet gefrag-
menteerd. De hierbij ontstane lymfocytensuspensie werd via een steriele, roest-
v n j stalen zeef overgebracht in met-gesiliconeerde centrifugebuizen en drie 
maal gewassen (10 min. centrifugeren bij 1000 rpm) met medium. De hierna 
volgende procedure is gelijk aan die beschreven voor de bereiding en beënting 
van perifere leukocytenkweken onder 2 3., met dien verstande dat de eindkon-
centratie PHA werd gebracht op 1% (v/v) en extra hoeveelheden antibiotika 
werden toegevoegd. 
2 .5 . Bepaling van celmorfologie en differentiële samenstelling 
Op verschillende tijdstippen van de kweekpenode werden monsters genomen, 
waarvan met behulp van een cytocentrifuge sedimentatiepreparaten werden ver-
vaardig volgens van Helden (1971). De preparaten werden gekleurd volgens 
May-GrOnwald-Giemsa. De lymfocyten, polymorfkermge leukocyten en mono-
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cyten laten zich in deze preparaten duidelijk onderscheiden volgens Hayhoe en 
Flemans (1969). 
Het differentieren der lymfoblasten geschiedde volgens kr i ter ia van Yoffey et al. 
(1965), dat van de monocyt-makrofagen volgens Berman et al.(1962). 
Lymfoblasten worden van makrofagen voornamelijk onderscheiden door hun grote 
kern/cytoplasma-ratio en de aanwezigheid van nucleoli in de ronde, centrisch ge­
legen leptochromatische kern. 
2.6. Bepaling van DNA- en RNA-synthese 
2.6. 1. Bepaling van DNA-synthese 
De gevolge procedure is afgeleid van Caron et al.(1965). 
De DNA-synthese der kweken werd bepaald aan de hand van de inkorporatie van 
getritieerd thymidine (TdR-6 H, specifieke aktiviteit 5.0 Ci/mmol, Radiochemi­
cal Centre, Amersham). Op bepaalde tijdstippen tijdens de kweekpenode werd 
aan minimaal drie buizen 1 jiCi Η-thymidine toegevoegd en vervolgens geduren­
de 5 uur bij 36 С en 5% CO, in lucht gei'nkubeerd. 
Na de labelingspenode werd de inkorporatie afgebroken door de buizen geduren­
de 10 minuten in ijs te plaatsen. De cellen werden vervolgens gedurende 10 min. 
afgecentnfugeerd bij 1000 rpm. 
De supernatant werd afgezogen en het celsediment een maal gewassen (10 min. 
centrifugeren bij 1000 rpm) met een ijskoude oplossing van 0, 5% EDTA in een 
met fosfaat gebufferde zoutoplossing zonder Ca en Mg . De monsters werden 
tot nadere bewerking bij -20 С bewaard. Voor de partiele extraktie van het cel­
lulaire DNA werd, behoudens enkele wijzigingen, de methode volgens Kinard 
(1957) gebruikt. De zuuroplosbare fraktie werd hierbij verwijderd door een was-
procedure met 5 ml ijskoude 5%-trichloorazijnzuur (TCA)- oplos s ing (Merck). 
Het zuuronoplosbare precipitaat werd gedurende 10 mm. bij 3000 rpm gesedi-
menteerd, opgelost in 1 ml 0, 1 N NaOH (Merck), opnieuw geprecipiteerd met 
4, 5 ml. 6, 7% TCA-oplossing en opnieuw gesedimenteerd. 
De supernatant werd zorgvuldig verwijderd en aan het sediment werd 1 ml aceton-
ethermengsel ( 1 : 1 ) (Merck) toegevoegd en, na centrifugeren gedurende 10 min. 
bij 1000 rpm en afschenken van de supernatant, in een waterbad van 40 С ge­
durende 15 min. drooggedampt. Het nu geheel droge sediment werd vervolgens 
onder krachtig roeren met een Vortex opgelost in 0, 1 ml hyamine hydroxide 
10-X (Packard). 
Na inkubatie gedurende 15 min. bij 40 С werd de oplossing gemengd met scintil-
latievloeistof* en overgeschonken in speciale telpotjes (Amphabel). 
Samenstelling scintillatievloeistof (volgens Bray, I960) 
Xyleen (Merck)· 1000 ml, Dioxaan (Merck)· 1000 ml. Ethanol (Merck) 600 ml, 
Naphtaline (Merck): 156 gr; P . P . O. (Packard): 13 gr, α N. P . O . (Packard): 0,13 gr. 
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Een volume van l ¿ t 5 ml sc int i l lat iovlocis tof per tolpotje gaf het optimale t e l -
riindement. De aktiviteit werd gemeten in een automatische sc int i l la t ie te l l er 
(Packard 3380) met H-quick-se t instel l ing (Packard, 1958). De doving in elk 
potje werd bepaald met de externe standaard-methode (De Wachter et a l . , 1966). 
De aktiviteit werd uitgedrukt in counts per minute (cpm) per bui s . 
2 . 6 . 2 . Bepaling van RNA-synthese 
In enkele experimenten (hoofdstuk 5) werd eveneens de RNA-synthese bepaald. 
De bepaling van de RNA-synthese geschiedde aan de hand van de inbouw van g e -
triticerd undine ( U R - 5 - H speci f ieke aktiviteit 5, 0 C i / m m o l , Radiochemical 
Centre, A m e r s h a m ) . De labeling en extraktie werden uitgevoerd volgens de pro-
cedure die beschreven is voor de DNA-synthese bepaling met dien verstande dat 
de extraktie in ijs werd uitgevoerd en er in een koelcentrifuge (Servali) bij 0 ° С 
werd gi-centrifugeerd. 
2. 7. Virust i trat ies 
Voor de infektiviteitsbepaling werd gebruik gemaakt van de plaque-methode vol­
gens Dulbecco et al.,(195-1). De t i trat ie van pol iovirus werd uitgevoerd op konflu-
ente monolayers van Vero-ce l len in Falcon p last ic petr ischaal t jes ( 6 0 x 1 5 mm). 
Van de v i r u s m o n s t e r s werd een tienvoudige verdunningsreeks gemaakt en van 
ledere verdunning 0, 2 ml per schaalt je geënt (in tr iplo) . De schaalt jes werden 
vervo lgens gedurende 1 uur bij 36 С geplaatst. Hierna werden ze voorz ien van 
4 ml medium-agarover lay. Dit medium bestond uit Minimal Essent ia l Medium 
(Gibco) (Eag le , 1959) met 10% kal fsserum, 1,25% (w/v) Bacto-Agar (Difco) 
en 0, 003% (w/v) Neutraal Rood (Difco) en antibiotika, bicarbonaat en een extra 
hoeveelheid 1-glutamine. 
De petr ischaalt jes werden gedurende 4 dagen bij 36 С en 5% CO- in lucht en 
98% re lat ieve vochtigheid gefnkubeerd en de toename van het aantal plaques werd 
dagelijks bepaald. 
Voor een zo nauwkeurig mogel i jke bepaling dienen er tussen 10 en 100 plaques 
per schaaltje te zijn. De t i ters werden uitgedrukt in Plaque-Forming-Units (PFU) 
per ml. Bij i edere titratie werd een v i russuspens ie met bekende titer meeget i -
treerd, teneinde de gevoel igheid van het s y s t e e m te kunnen schatten. 
2. 7. 1. Bepaling van de totale hoeveelheid v irus in de leukocytenkweken 
De betreffende kweken werden 3x bevroren en ontdooid en het c e l d e b n s werd ge­
durende 10 min. bij 3000 rpm afgecentrifugeerd. Van de supernatants werd de 
t i ter bepaald a l s boven omschreven . 
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¿. 7. 2 Bepaling van het percentage gefnfekteerde ce l len in de leukocytenkweken 
De gevolgde methode is afgeleid van Greaser et a l . (1964) . 
Op bepaalde tijdstippen tijdens de kweekpenode werden de betreffende kweken 
2x g e w a s s e n (10 min. centrifugeren bij 1000 rpm) met Hanks' BSS en gedurende 
30 min. bij 36 С gefnkubeerd met, bij 56 С geTnaktiveerd, type-speci f iek anti-
serum waarna de ce l l en nogmaals 3x werden g e w a s s e n en gesuspendeerd in 1 ml 
Hanks' BSS. Van deze c e l s u s p e n s i e werd een 10-voudige verdunningsreeks g e ­
maakt en van iedere verdunning werd 0, 2 ml per schaaltje-met Vero-ce l len-ge-
ent. Met behulp van de hemocytometer werd de koncentratie van de c e l s u s p e n s i e 
bepaald en aan de hand van het aantal gete lde plaques per schaaltje het percentage 
gernfekteerde c e l l e n berekend. Bij iedere t itratie werd gekontroleerd of het anti-
serum het extrace l lu la i re v irus voldoende had geneutra l i seerd . 
2 8. Virusinaktivatie 
Voor de bereiding van een suspensie van gei'naktiveerd pol iovirus werden petr i-
schaaltjes (60 χ 15 mm) gevuld met 2 ml van een onverdunde v i r u s s u s p e n s i e 
(5 - 25 χ 10 P F U / m l ) , en gedurende 30 min. op een afstand van 10 cm onder een 
UV-lamp geplaatst 
Duze behandeling reduceerde de infektiviteit tot ongeveer 10 P F U / m l . 
2 9 Titratie van antistoffen 
Titers van antistoffen tegen poliovirus in het serum van de donors werden bepaald 
door middel van de plaque-reduktiemethode, vo lgens French et al (1959). 
Van de te onderzoeken s e r a werd een tienvoudige verdunningsreeks gemaakt, 0, 5 
ml van elke verdunning werd gemengd met 0, 5 ml v i russuspens ie die 250 P F U 
poliovirus bevat. Het mengse l werd gedurende 30 min. bij 36 С gefnkubeerd. 
Van het v i r u s - s e r u m m e n g s e l werd 0, 2 ml per schaaltje geënt (triplo), zodat er 
maximaal ongeveer 50 plaques per schaaltje kunnen zijn. De hoogste verdunning 
welke een reduktie van tenminste 90% van het aantal plaques veroorzaakte , werd 
beschouwd als de anti s tof t i ter . 
2. 10. Interferonbepaling 
Interferon werd ge t i t reerd door middel van de plaque-reduktiemethode volgens 
M e n g a n (1971),op monolayers van humane, diplofde embryonale longce l l en (І\Із1 
(Hayflick et al. , 1961) en met behulp van VSV (Indiana serotype fi 
De гесіргоке waarde van die interferonverdunning welke een reduktie van 50% 
van het aantal verwachte VSV-plaquee geeft, werd als t i ter beschouwd. 
* Afkomstig van Prof. Dr. R. Gispen van het Rijks Instituut voor de Volksge­
zondheid te Utrecht. 
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Hoofdstuk 3. Onderzoek naar de kultuurkondities voor een optimale PHA-
respons on naar de reproduceerbaarheid der methoden 
3. 1. Inleiding 
Hoewel de PHA-stimulatie van humane lymfocyten onderwerp van vele Onder-
zoekingen is (zie Elves, 1966a, Naspitz et a l . , 1968, Ling, 1968), is er re la-
tief weinig gedaan aan een grondige kwantificering van het systeem. Slechts 
enkele onderzoekers maakten een uitgebreide en systematische analyse van 
de kultuurkondities van de lymfocyt en de reproduceerbaarheid der bepalings-
methoden van de PHA-respons (Wilson, 1966, Moorhead et al., 1967, Schelle-
kens et al., 1968, Fitzgerald, 1971). Ook de labelingskondities van de H-
thymidinemkorporatie, gebruikt als parameter der PHA-respons, werden 
sUchts partieel onderzocht (Hartog et al., 1967, Bain, 1970, Sample et al.,1971). 
Daar de resultaten van deze onderzoekingen niet in alle opzichten overeenstem-
men, leek het ons wenselijk om, alvorens met het onderzoek naar de interaktie 
van poliovirus en al of niet met PH^ gestimuleerde lymfocyten te beginnen, 
uen oriënterend onderzoek te doen naar de "normale" PHA-respons van humane 
lymfocyten,afkomstig van gezonde donors en naar de faktoren welke hierop van 
invloed zijn. 
Aangezien het gebruik van tonsillaire lymfocyten voordelen leek te hebben boven 
dat van perifere lymfocyten, daar de tonsil een relatief gemakkelijk te ve rkr i j -
gen bron vormt van grote aantallen lymfocyten van één en dezelfde donor, werd, 
nadat voor beide de optimale kultuurkondities waren vastgesteld, het moge-
lijke verschil in PHA-reaktiviteit tussen tonsillaire en perifere lymfocyten on-
derzocht. 
Bovendien werd de methode die werd gebruikt ter kwantificering van de PHA-
respons- de bepaling van de DNA-synthese aan de hand van de inbouw van een 
radioaktieve precursor-systemat isch geanalyseerd op die faktoren welke de 
reproduceerbaarheid en de gevoeligheid beïnvloeden, en werd een optimale 
labelingsprocedure vastgesteld en de methode gestandaardiseerd 
Eveneens werd een oriënterend onderzoek gedaan naar de faktoren welke de 
gevoeligheid en nauwkeurigheid bepalen van de virustitratiemethode de plaque-
methode (Dulbecco et al., 1954, Younger, 1956, Berg et al., 1963) (Reviews 
Cooper, 1961b, Lorenz, 1962). 
3. 2 Bereiding der leukocytensuspensies 
Onder hoofdstuk 2 werden de procedures beschreven op welke wijze de onge-
zuiverde leukocytensuepensies en de verschillende gezuiverde frakties hieruit, 
zoals lymfocyten, polymorfkermge leukocyten (PMN) en monocyten werden ver-
31 
kregen. De kwantitatieve gegevens met betrekking tot opbrengst, verlies t i j -
dens bereiding, vitaliteit, erytrocytenverontreimging, differentiële samen-
stelling en zuiverheidsgraad worden samengevat in tabel 1. Weergegeven 
zijn de gemiddelden plus of min de standaard afwijking van alle uitgevoerde 
experimenten (n = 200). 
Uit de tabel blijkt dat de uiteindelijke zuiverheidsgraad der lymfocyten onge-
veer 93% bedraagt. In de uiteindelijk gezuiverde lymfocytensuspensies bedraagt 
de fraktie PMN ongeveer 7%. Ook de aanwezigheid van monocyten ie in gezui-
verde lymfocytensuspensies niet geheel uit te sluiten. Bij differentiatie van 500 
tot 1000 cellen, in plaats van het routine-matige 100-tal, werden nog monocyten 
waargenomen ( <1%). Ook andere auteurs wijzen op de "verontreiniging" met 
monocyten in kolom-gezuiverde lymfocytensuspensies (Oppenheim et al, , 1968; 
Seeger et al., 1970, Alter et al., 1970, Shortman et al. , 1971). 
De "verontreiniging" der suspensies met erytrocyten, ongeveer 54%, is welis-
waar hoog, doch bleek geen konsekwenties te hebben voor de PHA-respons 
Door een hemolytischc behandeling met een oplossing van 0, 83% 
NH4CI in 0, 01 M KHCO3, kon deze verontreiniging overigens worden geredu-
ceerd tot ongeveer 3%. 
Op de tonsillaire lymfocytensuspensies heeft de zuiveringsprocedure nauwelijks 
effekt, daar deze suspensies bij aanvang reeds voor ongeveer 98% uit lymfocy-
ten zijn samengesteld. 
DL vitaliteit der cellen ondergaat geen nadelige invloed der zuiveringsprocedure 
deze blijft ongeveer 99%. Het uiteindelijke celverlies is aanzienlijk na het was-
sen van de "buffy coat" verliezen we reeds ongeveer 35% en na de kolomzuivering 
ongeveer 70% van het aanvankelijk aanwezige aantal leukocyten. Hoewel de 
monocyten zich hechten aan het glasoppervlak der Kimaxbuizen, tijdens de be-
reiding van gezuiverde monocytenkweken, treedt na de 2 uur durende adsorptie-
penode nagenoeg geen wijziging op in de samenstelling der leukocytensuspensie, 
vanwege de geringe bijdrage (ongeveer 5%) welke de monocyten leveren aan de 
totale hoeveelheid cellen. De "verontreiniging" van de monocytenkweken met 
lymfocyten bleek gering te zijn (zie hoofdstuk 4). 
Uit onze experimenten bleek het al of niet silicone ren van het te gebruiken 
glaswerk tijdens de suspensiebereiding een relatief belangrijke faktor te zijn. 
Het liet zich afleiden dat fagocyterende celtypen, zoals polymorfkermge leuko-
cyten en monocyten op een selektieve wijze aan gesiliconeerde oppervlakten 
werden geadsorbeerd. Bij gebruik van gesiliconeerd glaswerk trad dan ook een 
tendens tot een groter celverlies en een verschuiving van de differentiSle sa-
menstelling der suspensies ten gunste van de lymfocytenfraktie op. Ook Wildy 
et al.(1958) kwamen tot de bevinding dat gesiliconeerd glaswerk resulteerde 
m een hoger percentage lymfocyten in de door hen toegepaste zuiveringspro-
cedure. 
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Tabel 1. Kwantitatieve gegevens betreffende de zu iver ingsprocedure der 
l eukocytensuspens ies 
Per i fere lymfocyten Tons i l la ire lymfocyten 
A Vóór w a s s e n 
Opbrengst ' ) 
Vitaliteit 2 ) 
Differentiatie 3 ) 
Ery-Kontaminatie 4I 
(182 + 58)x 1 0 6 / 50 ml bloed 
99% + 1% 
L:45% + 12%, M : 6% + 3% 
54% + 13% 
(400 + 200)x 1 0 6 / t o n s i l 
97% + 2% 
L : 98% + 1%, M < 1% 
14% + 10% 
В Na 3 x w a s s e n 
Ver l ies 5 ) 
Vitaliteit 
Difforentiatie 
Ery-Kontammatie 
С Na adsorptie aan К 
Verl ies 
Vitaliteit 
Differentiatie 
Ery-Kontaminatie 
35% + 14% 
99% + 1% 
L : 5 0 % + 12%, M : 4 % + 3% 
54% + 1 3% 
imax buizen 2 uur bij 37° С 
40% + 8% 
99% + 1% 
L : 5 4 % + 10%, M < 1 % 
54% + 13% 
38% + 16% 
98% + 2% 
L : 9 8 % + 1% M < 1% 
14% + 10% 
D Na kolomzuivering 
Ver l ies 
Vitaliteit 
Differentiatie 
Ery-Kontaminatie 
69% + 9% 
99% + 1% 
L : 93% + 4%, M < 1 % 
50% + 10% 
48% + 14% 
98% + 2% 
L: 98% + 1%, M <1% 
10% + 7% 
Weergegeven zijn de gemiddelden + standaardafwijking van al le uitgevoerde 
experimenten (n = 200). 
1) 
2) 
3) 
Opbrengst aan leukocyten 
Aantal levende leukocyten per ml inrw 
Totaal aantal leukocyten per ml 
P e r 100 getelde leukocyten 
% PMN = 100% - (%L + %M) 
4) Aantal erytrocyten per ml
 x
 ioo% 
Totaal aantal c e l l e n per ml 
5) 
100% 
Celopbrengst na В, С of D. 
Celopbrengst bij А 
χ 100% 
Verklaring der afkortingen: 
LrLymfocyt; M: Monocyt; PMN: Polymorfkernige leukocyt 
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Mt t gcsilicunt-i-rdi' nylonwj|tc4i in di- kolom wiTri oen biKmiikante (t-tocta, 
ρ < 5%) hoßi-re хиі ітіпцзцг.іаа der lymfocyten (93% ± 4%) verkregen dan wan­
neer m t t - g e s i l i c o n e e r d e nylonwattcn werden gebruikt (86%_t-ö%), (n = 15). 
Resumerend kan worden gezegd dat, indien men ongezuiverde Icukocytensus-
p e n s i e s wenst , het kontakt met ges i l i coneerd g laswerk vermeden dient te w o r -
den terwij l , wanneer gezuiverde lymfocytensuspens iee nodig zijn, ges i l i coneerd 
g laswerk juist de voorkeur verdient , zoals door Rabinowitz (1964) in navolging 
van Garvin (1961) over igens al werd aangegeven, 
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3.3. "Normale" PHA-respons en faktoren welke daarop van invloed zijn 
3 3.1. Kultuurkondities 
Uitgaande van de methode volgens Moorhead et al.(1967) werden de volgende 
variabelen onderzocht op hun effekt op de PHA-respons van ongezuiverde lymfo-
cyten van perifere zowel als van tonsillaire oorsprong. 
a) de invloed van het gebruik van TC medium 199, volgens Morgan (1950) of 
Minimal Essential Medium volgens Eagle (1959) 
b) de invloed van het gebruik van foetaal, nuchter of normaal kalfsserum 
c) de invloed van de serumkoncentratie· 5%, 10% of 20% 
d) de invloed van de koncentratie natnum-bicarbonaat voor het handhaven van 
een optimaal gebufferde pH 
e) de invloed van de celkoncentratie 
Elke variabele werd in minimaal 3 experimenten met gepaarde waarneming 
onderzocht. De DNA-synthese - uitgedrukt als cpm/buis-, bepaald op de op­
eenvolgende dagen der kweekperiode, werd als parameter gebruikt. De resul­
taten van dit onCnterende onderzoek worden kort samengevat (zie tabel 2). 
De onderzochte variabelen bleken op zowel perifere als tonsil laire lymfocyten 
dezelfde invloed te hebben. 
Ad a. Medium 199 geeft een signifikant (t-toets, ρ <5%) hogere respons dan 
MEM. De maximale PHA-respons ligt op de vierde dag. In tegenstelling hier­
mee vonden Schellekens et al (1968) geen noemenswaardig verschil tussen 
Medium 199 en MEM. 
Ad b De resultaten met betrekking tot het serum waren minder eenduidig. Aan­
vankelijk bleek in de oriënterende experimenten nauwelijks enig verschil te be-
staan tussen foetaal, nuchter en normaal kalfsserum om deze reden besloten 
wij nuchter kalfsserum te gebruiken. Tijdens het onderzoek bleek echter dat 
er aanzienlijke verschillen bestonden tussen de verschillende batches nuchter 
kalfsserum met betrekking tot de mate waarin zij de PHA-respons beïbvloeden. 
Het werd duidelijk dat de verschillen tussen de verschillende batches foetaal 
kalfsserum veel minder waren dan die bij gebruik van de beide andere se ra . 
Deze bevindingen deden ons,gedurende ons onderzoek, besluiten om alsnog 
over te gaan op foetaal kalfsserum. Voor het effekt van poliovirus op de PHA-
respons bleek dit overigens van geen belang (zie hoofdstuk 4) Bij gebruik 
van foetaal kalfsserum bleek de "background" waarde (d . i . de aktiviteit welke 
waargenomen wordt in met met PHA gestimuleerde kweken) steeds hoger te 
liggen dan bij gebruik van beide andere sera, hetgeen ook reeds door Johnson 
et al.(1965) werd waargenomen. 
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Ad с: De tendens kon worden waargenomen dat bij gebruik van lagere koncen-
trat ies serum een hogere respons optrad. De verschillen in respons bij ge­
bruik van verschillende koncentraties serum waren echter, bij het aantal uit­
gevoerde experimenten, niet signifikant. Bij gebruik van 5% serum nam de 
vitaliteit in de kweken na de 3de dag plotseling sterk af. Klaarblijkelijk wordt 
na de derde dag deze lage serumkoncentratie beperkend. Cooperband et al., 
(1967) suggereren dat het serum een dubbele funktie vervult: enerzijds ver­
strekt het de voor de PHA-respons noodzakelijk nutriënten, anderzijds bevat 
het faktoren die de PHA-respons remmen (waarschijnlijk immunosuppressieve 
a -globulinen, Cooperband et al, , 1968). 
Ad d: 0, 10% (w/v) nâtnumbicarbonaat bleek de optimale koncentratie te zijn. 
Lagere bicarbonaatkoncentraties bufferen te zwak, zodat de met PHA gestimu-
leerde lymfocytenkweken na 2 à 3 dagen duidelijk te zuur gaan worden. Hogere 
koncentraties zijn schadelijk voor de cellen. Het bleek dat bij gebruik van 
0, 10% (w/v) bicarbonaat de pH van de buffer zich eers t na ongeveer 12 uur had 
ingesteld op een konstante, fysiologische pH van 7,2. Het te gebruiken onder-
houdaroedium werd daarom dan ook, alvorens de lymfocyten erin te suspender-
en, gedurende minimaal 12 uur in de 5% ССЬ - stoof geprefnkubeerd. 
Ad e: 1 χ 10 cellen per ml bleek de meest geschikte celkoncentratie te zijn.Verdere 
toename van de celkoncentratie gaf geen proportionele toename van de respons. 
Ook door andere onderzoekers werd gewezen op deze invloed van de celkoncen­
trat ie (Tormey et al.,1965, Moorhead et al., 1967; Schellekens et al., 1968; 
Freies leben S^rensen et al., 1969). 
3. 3. 2. Kinetiek der PHA-respons 
ι 
Met betrekking tot de kinetiek der PHA-respons bleken er opvallende verschil­
len te bestaan tussen tonsillaire en perifere lymfocyten. Ook andere auteurs 
wezen reeds op de verschillen in de PHA-respons tussen lymfocyten afkomstig 
uit het bloed en uit verschillende lymfoi'de organen (zie Reviews, Naspitz et a l . , 
1968; Ling, 1968). Weber (1968) verklaart deze verschillen door aan te nemen 
dat de lymfocyten-samenstelling in PHA-gevoelige en PHA-ongevoelige cellen 
van orgaan tot orgaan verschilt . Uit onderzoekingen van o. a. Janossy et al., 
(1971) werd duidelijk dat het vooral de thymus-afhankelijke lymfocyten zijn die 
op PHA reageren. 
De onderzochte variabelen werden in minimaal drie afzonderlijke experimen­
ten met gepaarde waarneming onderzocht. De resultaten van ons onderzoek 
worden kort samengevat. 
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Tabel 2. Onderzoek naar de kultuurkondities voor een optimale PHA-rcspons 
van ongezuiverde perifere lymfocyten 
Variabelen 
a) Medium 199 
MEM 
b) KAS 
η KAS 
f KAS 
c) 5% η KAS 
10% η KAS 
20% η KAS 
d) 0, 1% N a H C O , 
0, 15% N A H C 0 3 
e) 0,5 χ 10 6 c e l l e n / m l 
1 0 χ 1 0 6 c e l l e n / m l 
2 0 χ 10 6 c e l l e n / m l 
D N A - s y n t h e s e l) 
cpm _+ v. c . 
140 χ 1 0 3 + 54% 
95 χ 1 0 3 + 53% 
125 χ 1 0 3 + 52% 
85 χ 1 0 3 + 58% 
110 χ 1 0 3 + 55% 
100 χ 10 3 + 55% 
120 χ 10 3 + 5 8% 
110 χ 10 3 + 5 5% 
110 χ 10 3 + 60% 
80 χ 1 0 3 + 4 1 % 
40 χ 10 3 + 62% 
85 χ 10 3 + 50% 
100 χ 10 3 + 75% 
P 2 > 
( t- tocts ) 
< 5 % 
П 8 
n s 
< 5 % 
i><:5% 
\ ns 
Weergegeven zijn de gemiddelden + vanatiekoëfficiënt van minimaal 3 
experimenten met gepaarde waarneming 
' Weergegeven het maximum der DNA-synthese, deze lag voor alle onder-
zochte variabelen op de 4de dag na stimulatie met PHA, behalve voor het 
medium met 5% η KAS, waarin dit maximum op dag 3 lag 
' Signifikantie bepaald met behulp van t-toets van Student voor gepaarde 
waarneming. 
Uitgangskondities Medium 199, 20%nKAS, 0, 5% PHA, 0. 1% КаНСОз, 
1 x 1 0 cellen/ml, 2 ml celsuspensie per buis. 
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In figuur 1 zijn de dosis-respons kurven voor zowel perifere als tonsillaire 
lymfocyten weergegeven. De optimale PHA-dosis voor perifere lymfocyten 
bedraagt 0, 5%, terwijl voor tonBillaire lymfocyten, hoewel het werkingsgebied 
breder lijkt, de optimale dosis 1,0% van de standaard PHA-oplossing i s . 
Ook door andere onderzoekers werd een optimale PHA-koncentratie gevonden 
(Tormey et al., 1965, Richter et al., 1967, Schellekens et al., 1968, Simmons et 
al. , 1969). 
Naast de faktor die verantwoordelijk is voor de mitogene eigenschappen van het 
PHA, bevat het PHA-extrakt klaarblijkelijk ook een komponent die bij het be-
reiken van een bepaalde koncentratie cytotoxisch werkt (Hirschhorn et al,, 1967). 
Indien het PHA rigoureus gezuiverd wordt, blijkt deze cytotoxische aktiviteit 
en daarmee het optreden van een optimum te zijn geëlimineerd (Goldberg et al,, 
1970). 
Daar het voor een aantal experimenten tijdens ons onderzoek (hoofdstuk 5) nood-
zakelijk bleek PHA op verschillende tijdstippen na het inzetten der kweken (op 
dag 0) toe te voegen dan wel juist wtg te wassen, werd in een drietal experi-
menten nagegaan wat het effekt van deze handelingen was op de "normale" PHA-
respons. Terwijl perifere lymfocyten zich op opeenvolgende dagen met PHA 
lieten stimuleren en de optimale respons steeds 4 dagen na stimulatie optrad, 
bleef de respons van tonsillaire lymfocyten suboptimaal na stimulatie vanaf dag 
1. Na de zesde dag treedt er, ongeacht het moment van PHA-toevoeging, een 
daling op in de PHA-respons van perifere lymfocyten, veroorzaakt door de dan 
tveneens manifest wordende scherpe daling van de vitaliteit der kuituren. 
In tegenstellingen met de bevindingen van andere auteurs (ling et al,, 1967, Kay, 
1967, Simmons et al,, 1969), die vonden dat PHA slechts gedurende een bepaalde 
tijd aanwezig behoeft te zijn om een optimale respons op te wekken, bleek uit 
onze experimenten dat na wegwassen van PHA op dag 1, de respons suboptimaal 
was, een resultaat dat overeenstemt met dat van Tormey et al.(1965), Yamamo-
to (1966) en Jasinska et al.(1970) 
Kay (1967) oppert de mogelijkheid dat deze verschillen te wijten ¿ouden zijn aan 
de verschillen tussen de twee in de handel zijnde PHA preparaten (PHA-M(uco-
proteïne) en РНА-Р(гоІеГпе), preparaten met een verschillende zuiverheids­
graad. 
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Figuur 1. Dosis-respons kurven voor PHA van ongezuiverde perifere en 
tonsillaire lymfocyten. 
Weergegeven zijn de gemiddelden van 2 x 3 experimenten. 
Buizen, in triplo, met de verschillende koncentraties PHA, werden 
na een inkubatieperiode van 96 uur, gedurende 5 uur gelabeld met 
1 ^Ci/buis 3H-TdR (Spec. Akt. 5 Ci/mmol). 
39 
3. 3. 3. Biologische variabilitoit van het systeem 
Tijdens het onderzoek bleck dat de PHA-respone tussen de verschillende ex­
perimenten een aanzienlijke variatie vertoonde. De maximale PHA-respons 
bleek gelegen te zijn tussen ongeveer 10 χ 10 tot 250 χ 10 cpm per buis. 
Anderen wezen reeds op deze grote mate ván biologische variabiliteit van hu-
mane lymfocyten, die een extra moeilijkheid vormt bij de kwantificering van 
het systeem (Salzman et al., 1966; Richter et al., 1967; Simmons et al., 1969; 
Mclntyre et al., 1969; Fitzgerald., 1972). 
Hiervoor kunnen verschillende oorzaken genoemd worden zoals een verschil-
lende donor-afhankelijke PHA-gevoeligheid van de lymfocyten, mede afhanke-
lijk van sexe, leeftijd, fysiologische konditie, hormoonbloedspiegel, gebruik 
van antibiotika en farmaka etc. (zie Review Naspitz et al., 1968; Ling, I968). 
Bovendien zullen variaties in de kultuurkondities, die onmogelijk volledig 
konstant zijn te houden, een rol spelen. Zo bleek met name het serum een 
bron van mogelijke variabiliteit te zijn. Ook is het stimulerende vermogen van 
de verschillende PHA preparaten niet altijd hetzelfde (zie ook Elves et al., 1962). 
Overigens dient hierbij te worden opgemerkt dat het patroon van de PHA-res-
pons van perifere lymfocyten veel uniformer is dan dat van tonsillaire lymfo-
cyten, in die zin dat de maximale PHA-respons van perifere lymfocyten, na 
stimulatie op dag 0, zonder uitzondering op de vierde dag viel, terwijl bij ge-
bruik van tonsillaire lymfocyten een maximale respons werd waargenomen 
van de derde tot en met de zesde dag na stimulatie op dag 0. 
In figuur 2 worden de "gemiddelden kurven" , ("Normale" PHA-respons), wel-
ke ontstaan door de gemiddelden van de uitkomsten van de verschillende ex-
perimenten op het betreffende tijdstip met elkaar te verbinden, getoond. Ook 
de standaardafwijkingen zijn weergegeven. De variabiliteit in de gemiddelde 
maximale PHA-respons van perifere lymfocyten tussen de verschillende ons 
ter beschikking staande donors (20) kon berekend worden op +60% (= donor-
variabiliteit); de gemiddelde variabiliteit in de maximale PHA-respons van 
perifere lymfocyten van eenzelfde donor, gemeten in verschillende pcrioden,op 
+ 65% (= fysiologische variabiliteit). 
3 . 3 .4 . Invloed der kolom-zuivering op de PHA-respons 
Een aanzienlijke invloed op de PHA-respons van perifere lymfocyten bleek de 
zuiveringsprocedure via passage over de Filtralonkolom te hebben. 
In een twaalftal experimenten met gepaarde waarneming toonden de ongezuiver-
de lymfocytensuspensies een hogere maximale PHA-respons (gemiddeld 90 χ 
3 3 
10 + 80%) dan de gezuiverde lymfocytensuspensies (gemiddeld 44x10 _+54%), 
(t-toets, ρ <2, 5%). 
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Figuur 2. "Normale" PHA-respons van ongezuiverde, perifere en tonsil laire 
lymfocyten. 
Weergegeven zijn de gemiddelden + standaardafwijking van 23 experi­
menten met perifere lymfocyten -met 0, 5% (v/v) PHA- en van 21 
experimenten niet tonsillaire lymfocyten -met 1, 0% (v/v) ΡΗΛ-, waar­
in dagelijks de H-TdR mkorporatie werd bepaald (labeling 5 uur met 
1 рСі/Ъта 3 H-TdR. Spec. Akt. 5 Ci/mmol). 
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Voor stimulatie· van gesensibiliseerde lymfocyten met specifieke antigenen 
werd aangetoond dat een bepaalde celfraktie, welke verwijderd wordt tijdens de 
zuiveringsprocedure via een kolom, in de l i teratuur aangeduid als de zogenaam­
de "adherent cel ls" (A.C.) noodzakelijk zou zijn voor deze vorm van lymfocy-
tenstimulatie (Hersh et a l . , 1968, Oppenheim et al., 1968; MacFarland., 1969; 
Alter et al., 1970). Er zijn duidelijke aanwijzingen dat deze noodzakelijke cel­
fraktie de monocyt-makrofaag betreft (Seeger et al,, 1970; Alter et al., 1970). 
Sommige onderzoekers beweren dat ook voor een optimale PHA stimulatie deze 
Л.С.- f rakt ie noodzakelijk is (Wilson, 1966; Oppenheim et al., 1968; Levis et a l . , 
1970; Alter et al., 1970), Onze resultaten bevestigen deze veronderstelling. 
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3.3. 5. Konklusies en komnriL ntaar 
a) Op basis van de resultaten in de voorgaande paragrafen, werden voor ons 
onderzoek de kultuurkondities voor een optimale PHA-respons van perifere 
lymfocyten vastgesteld zoals werd beschreven onder Materiaal en Methoden 
(2. 3. ). Een beoordeling van de variabelen vindt men in de tekst. 
b) E r bleek een grote mate van variabiliteit te bestaan in de PHA-respons tus­
sen de verschillende experimenten; om deze reden zullen wij ons onderzoek 
naar de lymfocyt-virusinteraktie uitvoeren met behulp van experimenten met 
"gepaarde waarneming". 
c) Uit de resultaten bleek dat gezuiverde perifere lymfocyten een signifikant 
lagere PHA-respons vertonen dan ongezuiverde perifere lymfocyten, hetgeen 
werd toegeschreven aan het "ontbroken ' van de monocytcnfraktie in gezuiverde 
lymfocytenbuspcnsies. 
d) Het bleek dat tonsillaire lymfocytenkweken zich minder goed laten stimuleren 
door PHA dan perifere leukocytenkweken. Al lereerst behoeven zij een hogere 
PHA-dosis voor een optimale respons en bovendien ligt de maximale re&pons 
van tonsillaire lymfocytenkweken gemiddeld lager dan die van perifere leuko­
cytenkweken. Een mogelijke verklaring voor de gemiddeld lagere PHA-reakti-
viteit van tonbillaire lymfocytenkweken zou het "ontbreken" van de A . C . -
fraktie in een tonsillaire lymfocytensuspensie kunnen zijn (zie tabel 1). Voor 
de PHA-respons van tonsillaire lymfocyten maakte het dan ook nauwelijks 
enig verschil of ze wel of niet werden gezuiverd via een kolom. Van een scha­
delijk effekt op de lymfocyten door de zuiveringsprocedure lijkt dan ook geen 
sprake te zijn. 
ТопыЦаігс lymfocytensuspensies bleken vaak verontreinigd te zijn met 
schimmels en/of haktenen. Als gtvolg van de in de tonsil vaak voorkomende 
ontstekingsreaktie lag de gemiddelde "Background" stimulatie in kweken van 
tonsillaire lymfocyten aanzienlijk hoger dan die in kweken van perifere lymfo­
cyten (zie ook Oettgen et al. , 1969). Bovenstaande overwegingen deden ons 
dan ook besluiten van het gebruik van tonsil laire lymfocyten, behoudens enkele 
uitzonderingen, af te zien. 
Verklaring P e r experiment -d.w. z. per kweek van de leukocyten van één 
donor- werd de te onderzoeken variabele onderzocht ten op-
zichte van de standaaardkondities. 
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3.4. Onderzoek naar reproduceerbaarheid van de bepaling der DNA-svnthcsc 
3.4. 1. Inleiding 
Uitgaande van de procedure zoals beschreven door Caron et al (1965) bleek 
bij aanvang van ons onderzoek de gemiddelde spreiding tussen een 6- tot 9-tal 
identieke buizen ongeveer 25% +_ 5% (gemiddelde variatiekoëfficiënt ) te zijn. 
Door een systematische analyse van alle fasen in een experiment vanaf het uit-
vullen der leukocytenauspensie in dekweekbuizen tot en met het overbrengen 
van de, in scintillatievloeistof opgeloste, DNA-cxtrakten in telpotjes, kon de 
voornaamste bron van deze hoge spreiding worden opgespoord en door het aan-
brengen van enkele modifikaties in de procedure worden teruggebracht tot onge-
veer de helft. 
3 .4 .2 . Analyse der spreidingsoorzaken 
Om na te gaan in welke fase van het experiment de eventueel aanwezige, voor-
naamste foutenbron ligt, werd de inhoud van de aanvankelijk gescheiden opgezette 
buizen op verschillende tijdstippen tijdens het experiment weer verzameld en 
opnieuw uitgevuld. Aan de hand van dergelijke experimenten kon worden vastge-
steld dat de voornaamste spreidingsbron lag tijdens de inkubatieperiode der 
kweken bij 36 С in de 5% COp-stoof. Wij opperden de mogelijkheid dat een ri­
goureuze reimgingsprocedure van de te gebruiken kweekbuizen de spreiding zou 
kunnen verminderen, hetgeen ook inderdaad het geval bleek te zijn. Bovendien 
werd door deze behandeling van de kweekbuizen de gemiddelde aktivitcit per 
buis hoger. 
In de uiteindelijke vastgestelde procedure kon de spreiding worden gereduceerd 
tot gemiddeld 12% + 4% voor series van een negental identieke buizen. 
De spreidingen, uitgedrukt in variatiekoëfficiënten, zoals ze gedurende alle uit-
gevoerde experimenten voorkwamen in triplo-buizen -het aantal dat door ons 
voor de DNA-synthese bepaling werd gebruikt-, zijn weergegeven in het frekwen-
tie histogram in figuur 3. De gemiddelde spreiding is 14, 4% + 1 1 , 4%.* Van hot 
aantal waarnemingen heeft 69% een spreiding van ¿ 15%, 80% een spreiding van 
^; 20% en B7% een spreiding van 425%. Resultaten met een spreiding groter 
dan 25% werden meestal niet gebruikt. 
De scintillatieteller werd afgesteld op telling van minimaal 10.000 cpm per 
monster, zodat de tellingen met een onnauwkeurigheid van ongeveer 1% plaatsvonden. 
3 . 4 . 3 . Telrendement 
3 
Met behulp van een interne H-tolueen standaard kon worden berekend dat de 
gemiddelde efficiency 35% + 2, 3% bedroeg. De spreiding in het telrendement 
-gemeten met behulp van een externe standaard- tussen de verschillende samples 
van een experiment was nooit groter dan ongeveer 2% en gemiddeld ongeveer 1%. 
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Figuur 3 . Frekwent i e -His togram van de variat iekoëff ic iënten van 500 triplo 
bepal ingen der DNA-synthese van met PHA g e s t i m u l e e r d e lymfocyten. 
Gemiddelde variat iekoëff ic iënt + de standaardafwijking. 
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3 . 5 . Onder/.uok lu.ir плиик^игіц1и,'іс1 en цо ш-іідіи-ісі der phiquc-tcrhniÎ-k 
Uitgaande van de plaque-telmethode, zoals die werd ontwikkeld door Dulbecco 
i't al.( 1954),werd een aantal variabelen, die de nauwkeurigheid en gevoel igheid 
van deze v irust i trat iemethode bepalen, onderzocht, zoals adsorptietijd, volume 
en koncentratie van het te enten inokulum, effekt van w a s s e n der monolayers na 
v irusadsorpt ie , verloop van de plaque-ontwikkeling en de gevoel igheid van een 
aantal ce l l i jnen. De resultaten worden kort samengevat . 
Indien de p laque-toename, geteld op verschi l l ende tijdstippen na het beênten der 
monolayers met de betreffende virusverdunningen (z ie Materiaal en Methoden, 
2 . 7 . ) wordtuitgezet tegen de tijd, valt vanaf 24 tot 48 uur de grootste p laque-toe-
name waar te nemen, terwijl na 72 uur het aantal plaques nagenoeg konstant 
blijft. 
Eveneens bleek, dat bij een te hoge viruskoncentrat ie in het te enten inokulum 
het aantal plaques per schaaltje na 4Й uur reeds zo hoog was, dat een verdere 
toename van het aantal plaques niet meer te tel len was door het optreden van 
elkaar overlappende plaques (konfluentie). 
Bij een kumulatieve tel l ing, waarbij de plaques twee maal, na 48 en 72 uur, 
werden geteld en ze met een viltstift permanent werden gemarkeerd (volgens 
Berg et al. , 1963), i s de re lat ie tussen het aantal verwachte en het aantal waar­
genomen plaques per schaaltje l ineair tot ongeveer 100 P F U , mits men althans 
enige "te lervar ing" heeft (z ie figuur 4). Hieruit volgt dat de v iruskoncentratie 
niet te hoog mag zijn; de koncentratie mag echter ook niet te laag zijn vanwege 
de dan optredende, hoge, spreiding tussen de schaal t jes . 
Voor onze v i rust i t rat ies besloten wij per te t i t reren monster twee opeenvolgen­
de, 10-voudige, verdunningen te t i treren en schaalt jes waarin minder dan 10 
of m e e r dan 100 plaques aanwezig zijn, voor de berekening der v irust iter uit 
te s luiten. 
Met inacht nemen van bovenstaande overwegingen lag de gemiddelde spreiding 
t u s s e n tr ip lo-schaalt jes (uitgedrukt a ls gemiddelde variatiekoëfficiënt) van 20% 
+ 16% (bij 10 à 20 plaques per schaaltje) tot 8% ± 6% (bij 75 à 100 plaques per 
schaaltje) . 
Valle (1971) weee erop dat er een optimaal entvolume bestaat voor V . S . V . 
Voor pol iovirus werd door ons een dergelijk optimum niet gevonden. 
De keuze van de adsorptietijd van het virus aan de ce l len der monolayer kan 
abitrair zijn, daar het aantal plaques niet toeneemt ten gevolge van verlenging 
der adsorpt ieperiode (na 30 minuten) onafhankelijk van de koncentratie van het 
inokulum. Hieruit valt af te le iden dat, ze l fs na het opbrengen van de immobi l i -
serende agarlaag, het adsorpt ieproces waarschijnlijk, wel l icht vertraagd, door-
gaat, doordat het kleine poliovirion door de agar diffundeert en dan alsnog de 
monolayer bereikt , een versch i jnse l dat reeds Younger (1956) opmerkte. 
Wegwassen van n ie t -geadsorbeerd virus gaf een reduktie van ongeveer 50% van 
de plaque-opbrengst , hetgeen met bovenstaande in overeenstemming i s . 
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DSC-1 bleek de minst gevoelige -de plaque-opbrengst is laag en de plaqueont­
wikkeling vertraagd-, HeLa de meest gevoelige cellijn te zijn, terwijl de Vero-
celli jn een intermediaire positie innam. 
Op basis van praktische overwegingen, zoals handzaamheid der cellijn, kozen wij 
voor onze titraties de Voro-cellijn, temeer daar de snelle plaque-ontwikkeling 
in HeLa cellen ons nauwelijks tijd liet voor een kumulatieve telling. 
Hft dient vermeden te worden verschillende cellijnen door elkaar te gebruiken 
voor de titraties. 
аапЫ plaques perschaaltje (waargenomen) 
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Figuur 4. Konfluentieverschijnsel tijdens de plaque-vorming door poliovirus. 
Schaaltjes, in triplo, werden beSnt met 0, 2 ml van een virusverdunning 
uit een reeks met oplopende titer. De, tijdens inkubatie bij 36° С ge-
vormde,plaques werden bij de kumulatieve telling na de 2de en de 3de 
dag geteld, waarbij de plaques op de 2de dag permanent werden ge­
markeerd met een viltstift. Bij de éénmalige telling werden dezelfde 
schaaltjes, na verwijdering van de markering, geteld op de 3de dag. 
Weergegeven zijn de gemiddelden + standaardafwijking van het aantal 
plaques per serie triplo schaaltjes. 
47 
(cumula lieve teil ¡mr 
(da5 2en3J 
ι éénmaUge tell in ir 
Hooldstuk 4. Onderzen·к n.i.ir de door poliovirus u^'iiulun'orclc1 г о т т ч щ v<in 
de DNA-bynthfSe van du mit РНЛ gestimulecrdo lymfocyt 
4. 1. IrUeidinfi 
Het doel van dit onderzoek was het mechanisme te bestuderen op welke wijze 
poliovirus de DNA-synthese van gestimuleerde lymfocyten remt, zoals door 
Willeme et al.( 1969c) werd aangetoond. In hun artikel beschreven zij dat polio-
virus met een M. O. I. van 5 PFU/cel of groter, steeds een DNA-syntheee-in-
hibitie induceerde van 50% of groter . Met een M. O. I. van 25 PFU/cel kregen 
zij zelfs remmingen groter dan 90%. 
Op grond van het feit dat deze afname van de DNA-synthese niet het gevolg kon 
zijn van een afname van het celaantal door een CPE en van het feit dat het on­
mogelijk bleek in meer dan maximaal 20% der cellen infektieus virus aan te 
tonen, postuleerden ¿ij het bestaan van een abortieve infektie van de lymfocyt 
door poliovirus het virus penetreer t in de cel doch is niet in staat zich te r e -
pliceren. Deze abortief geïnfekteerde cellen zouden niet in staat zijn tot een 
normale reaktie op PHA, een verschijnsel dat o.a. ook voor rubellavirus, zo-
wel na een infektie in vivo als in vitro, werd gevonden (Olson et al, , 1968). 
Zoals uit de resultaten zal blijken, waren wij niet in staat de waarnemingen van 
Willems et al.( 1 969c) te reproduceren. Wij vonden weliswaar een door poliovirus 
geïnduceerde remming der DNA-synthese van de gestimuleerde lymfocyt, doch 
deze remming was niet konsistent groter dan 50%. 
Daar de mogelijkheid niet werd uitgesloten dat deze diskrepantie het gevolg was 
van de door ons geoptimaliseerde en ten dele gemodificeerde kultuurkondities 
(zie hoofdstuk 3), werd een systematische analyse verricht naar al die variabelen 
welke van invloed zouden kunnen zijn op het gevonden resultaat . 
4. 2. Resultaten 
4 .2 . 1. Effekt van poliovirus op de DNA-synthese van met PHA gestimuleerde, 
ongezuiverde, perifere lymfocyten 
Figuur 5 toont de virus-gefnduceerde remming van de DNA-synthese van met 
PHA gestimuleerde, ongezuiverde lymfocyten gedurende de inkubatieperiode 
(n = 6). De kweken werden onmiddellijk na bereiding met een M. O. I. van 5 
PFU/cel beent en na een adsorptiepenode van 1 uur met PHA gestimuleerd, zo-
als beschreven is onder Materiaal en Methoden. Uit deze figuur valt af te lezen 
dat tot de 4de dag na stimulatie met PHA (waarop eveneens de maximale PHA-
respons valt, zie hoofdstuk 3) de remming der DNA-synthese toeneemt tot onge-
48 
% inhibition 
100 
τ 
4 5 6 
days of culture 
Figuur 5. Door poliovirus geTncluceerde remming der DNA-synthese van met 
PHA gestimuleerde, ongezuiverde, perifere lymfocyten tijdens de 
kweekperiode. 
cpm/buis, +PHA +V Remming (%) 100% - / —! 
\ ι 
χ 100% 
cpm/buis, +PHA -V / 
Weergegeven zijn de gemiddelden + standaardafwijking van 6 ехреп-
menten.waarin het remmingspercentage dagelijks werd bepaald 
(labeling 5 uur met 1 >iCi/buie H-TdR, Spec. Akt. 5 Ci/mmol). 
De kweken werden onmiddellijk na bereiding met 5 PFU/cel beent en 
na 1 uur virusadsorptie met PHA gestimuleerd. 
Kontrólekweken bevatten geen virus. 
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veer 30%, terwijl do tocname-bnelheid na de 4di· ddg iifnfctnt. 
Dat de remming na de -Ido dag nauwtlijks nog toeni.emt, werd е епеепв beves­
tigd door de uitkomsten van alle proeven die gedaan zijn, in beschouwing te 
nemen. Het blijkt dan dat de gemiddelde remming op de 4de dag in 43 experi­
menten 32% + 17% bedraagt, terwijl de gemiddelde remming op de 5de dag in 
59, onafhankelijke, experimenten 33% + 21% bedraagt. Figuur 6 toont het frekwen-
kwentie histogram van alle waargenomen remmingen op de 4de, 5de en 6de dag 
(n = 107). De gemiddelde remming bedraagt 33% + 21% (t-toets, p ^ O , 1%). 
Het 95% betrouwbaarheidsinterval bedraagt 33% ± 4%. Uit de frekwentieverde-
ling blijkt dat 81% van het totale aantal experimenten een remming geeft die 
kleiner is dan 50% 
De experimenten strekten zich uit over een periode van twee en een half jaar 
en betroffen in totaal een twintigtal donors. 
4 2 2. Lffekt van poliovirus op dt DNA-synthese van met PHA gestimuleerde, 
gezuiverde, perifere lymfocyten en tonsillaire lymfocyten 
Het effekt van poliovirus op de DNA-synthese werd eveneens onderzocht m 
kweken van gezuiverde perifere lymfocyten en van tonsiUaire lymfocyten. De ge­
middelde remming van de DNA-synthese van met РИА gestimuleerde, gezui­
verde, perifere lymfocyten bedraagt 10% + 22% (n = 21) (t-toets, ps¿5%). Het 
95% betrouwbaarheidsinterval bedraagt 10% + 10%. 
In 10 experimenten met gepaarde waarneming werd getoetst of de remming van 
de DNA-synthese van ongezuiverde en gezuiverde perifere lymfocyten signifi-
kant van elkaar verschilde. Het gemiddelde verschil bedraagt 27% + 28% 
(t-toets, ρ <2%). 
De gemiddelde remming in 17 tonsillaire met PHA gestimuleerde lymfocyten-
kweken bedraagt 13% + 27% (t-toets, ρ > 10%). Het 95% betrouwbaarheidsinterval 
bedraagt 13% + 14%. 
Er bestaat geen signifikant verschi l tussen gezuiverde en ongezuiverde tonsiUaire 
lymfocyten (gemiddelde verschil van 7 experimenten met gepaarde waarneming 
1% + 4% (t-toets, p>50%). 
Het verschi l tussen tonsiUaire lymfocyten en ongezuiverde perifere lymfocyten 
is zeer signifikant (t-toets, p<£0, 1%), (t-toets voor 2 steekproeven). 
4. 3 Konklusies 
In tegenstelling met de bevindingen van Willems et al.(1969c)vonden wij slechte 
in een klein aantal experimenten (19%) een door poliovirus geftiduceerde remming 
van de DNA-synthese van 50% of groter . De gemiddelde remming in ongezuiverde 
* r· 
Gemiddeld remmingspercentage + de standaardafwijking. 
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Figuur 6. Frekwentie-Histogram van alle remmingepercentagee gevonden op de 
4de, 5de of 6de dag na stimulatie met PHA in kweken van ongezuiverde 
lymfocyten (n = 107). 
Remmingepercentage: Zie toelichting figuur 5. 
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pi i id π lymf ut yti η (33% J_ ¿\%) bk ι к Mgiiifik.iiit μ roti r ti /ijn dan di<· in gu-
zuivordf pò г líe ire lymfocyti-п (1ϋ% + ¿¿%) ι·η in tonsil lain· lymfocyten (13% + 
27%). 
4. 4 Analyse van de remming der PNA-synthese 
4.4. 1. Effekt der kultuurkondities op de remming 
De mogelijkheid was niet uitgesloten dat de in paragraaf 4. 2. beschreven die-
krepantie tuseen onze resultaten en die van Willems et al (1969c)werd veroor­
zaakt door de door ons partieel gemodificeerde kultuurkondities. 
De beide experimentele systemen werden daarom nauwkeurig met elkaar verge­
leken en elke variabele werd in minimaal 3 experimenten met gepaarde waar­
neming onderzocht op zijn effekt op de remming der DNA-synthese. 
Door een systematische analyse van deze faktoren hoopten wij eveneens een 
aanknopingspunt te verkrijgen voor een onderzoek naar het mechanisme van 
de door poliovirus geïnduceerde remming. 
- De volgende faktoren werden onderzocht 
a) Gebruik van wel en met gesiliconeerd glaswerk 
b) Wel en geen t ry-sedimentatie met dextraan 
c) Wel en geen hémolyse met NH.Cl-oplossing 
d) Wel en geen preftikubatu van het groeimedium 
e) Mediumsamenstelling - TC-medium 199 of Minimal Essential Medium 
- nuchter of foetaal kalfsserum 
f) Serumkoncentratie 10% of 20% kalfsserum 
g) PHA-konecntratie 0, 5% of 1, 0% PHA(v/v %) 
h) Celkoncentratie 0,5 of 1,0x10 cellen/ml 
i ) Multiplicity of Infection (M. O.I. ) poliovirus 1 of 10 PFU/ce l 
Geen der onderzochte faktoren vormde een verklaring voor de gevonden dis-
krepantie (zie tabel 3 ) Hierbij dient te worden opgemerkt dat in de experi-
menten waarin de invloed van het serumtype werd onderzocht, de remmings-
percentages bij gebruik van foetaal KAS slechts iets hoger lagen (gemiddeld 
32% + 8%) dan bij gebruik van nuchter KAS (gemiddeld 28% + 9%). Het gemiddel-
de remmingspercentage van het totale aantal experimenten dat wij, la ter tijdens 
ons onderzoek, om redenen welke in hoofdstuk 3 werden beschreven, met foetaal 
kalfsserum uitvoerden.bedroeg echter 44% + 22%, (n = 40). Ook nu bleken de rem-
mingspercentages dus niet konsistent groter dan 50%. 
De invloed van het foetaal kalfsserum leek afhankelijk te zijn van de serumbatch 
en verdient nader onderzoek. 
- Er bestonden geen verschillen tussen de verschillende in apeniercellen gepas-
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Tabel 3. Invloed van de kultuurkondities op do remming tk-r DNA-synthesi · van 
ongezuiverde, peri fere lymfocyti-n. 
V a r i a b e l e n 
a) Gesi l iconeerd g l a s w e r k + 
b) D e x t r a a n 5% + 
c) N H 4 C l - b e h a n d e l i n g + 
d) РгеГпкиЬаІіе v a n het + 
m e d i u m 
o) Samenstel l ing medium 
Med. 199 + 20% nKAS 
Med. 199 + 20% ÍKAS 
MEM + 20% nKAS 
MEM + 2 0 % ÍKAS 
f) S e r u m k o n c e n t r a t i e 10% 
20% 
g) P H A - k o n c e n t r a t i e 0 , 5 % 
1.0% 
h) Ce lkonccn t ra t i e 0, 5 
χ I0O 1,0 
i) M O. I 1 P F U / c e l 
10 P F U / c e l 
j) Viras inokulum No. 23 (PAN) 
No. 24 (PAN) 
No. ¿7 (PAN) 
No. 25 (Vero) 
к) Label ingbkondit ies 
Spec. Akt. S C / m m o l 
0. SCVmmol 
Label ings t i jden 
5 uur 
8 uur 
24 uur 
1) Methode Wi l lems 
Onze methode 
R e m m i n g (%) ' 
g e m . jf S. Л 
15% + 17% 
35% + 17% 
36% + 8% 
47% + 14% 
27% + 12% 
28% + 10% 
34% + 16% 
27% + 13% 
28% + 9% 
32% + 8% 
33% + 6% 
33% + 14% 
50% + 16% 
40% + 11% 
32% + 22% 
4 7% + 22% 
28% + 3% 
30% + 1 1 % 
30% + 16% 
32% + 18% 
32% I 17% 
35% + 3% 
38% + 5% 
78% + 17% 
49% + 3% 
49% + 5% 
37% + 12% 
32% + 16% 
33% + 13% 
43% + 21% 
37% + 13% 
( t - t o c t b ) 
< 5% 
n a 
n s 
n s 
n s 
n s 
n s 
n s 
n s 
> -
< 5 % 
n s 
n s 
n s 
Weergegeven zijn gemiddelen + standaardafwijking van minimaal 3 exper imenten. 
Uitgangskondities: - g e s i l i c o n e e r d glaswerk, + Dextraan 5%, - NH^Cl-behandeling, 
+ prel'nkubatie van het medium. Medium 199, 20% nKAS, 0 , 5 % PHA, 1 χ 10 c e l l e n / 
ml, 2 ml ce l suspens ie per buis, 10 P F U / c e l pol iovirus. 
Labeling: gedurende 5 uur met l ^ C i / b m s H-TdR (Spec.Akt. 5 Ci/mmol) . 
1) Remmingspercentage: z ie toelichting figuur 5. 
' Getoetst of betreffende remmingspercentages signifikant van e lkaar afwijken. 
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beerde virusinokula, afgezien \ an het mokulum dat in Vero-ccllen wab gepas-
seerd (gemiddelde remming 78% + 17%) (tabel 3). Dit inokulum bleek echter be-
smet t<. /ijn met mycoplasma. Het is bekend dat mycoplasma de PHA-respons 
onderdrukt (Simberkoff et al., 1969) Dit inokulum werd niet meer gebruikt. 
- Ook de labelingskondities werden op hun effekt op de door virus geïnduceerde 
DNA-synthesc-inhibitie onderzocht. Er bestonden geen signifikante verschillen 
tussen de remmingspercentages bij gebruik van de specifieke aktiviteiten 
5 Ci/mmol en 0, 5 Ci/mmol noch bij gebruik van de verschillende labelingstijden-
5, 8 en 24 uur (tabel 3). In een drietal experimenten waarin de methode van 
Willems et al (1969) werd vergeleken met de door ons gemodificeerde methode 
werden geen signifikante verschillen waargenomen (tabel 3) . 
- Vervolgens onderzochten wij of de DNA-synthese-remming afhankelijk Was van 
de lymfocyten-donor. Bij dit onderzoek werd eveneens de humorale immuunsta-
tus van de donor betrokken. Er werden geen signifikante verschillen tussen de 
donors gevonden en er bleek geen korrelatie te bestaan met de specifieke anti-
lichaamtiter (tabel 4) . 
4. 4. 2 Invloed der virulentie van de poliovirusstammen op de DNA-synthese-
remming 
Daar het niet uitgesloten werd geacht dat de mate der DNA-synthese-remmmg 
bepaald werd door de virulentie (zoals voor rubellavirus besthreven door Savel 
et al , 1970) en/of type van de poliowrusstam, onderzochten wij of de DNA-syn-
these-remming afhankelijk was van de gebruikte virusstam 
Wij onderzochten de virulente prototype- en de avirulente vaccin-stammen van 
type 1 2 en 3 en daarnaast stammen die geTsoleerd waren uit faeces of riool-
water Met elke stam werden minimaal drie experimenten met gepaarde waar-
neming verricht (M. O I. 10 PFU/cel) . Er werden geen signifikant verschillen 
in de DNA-synthese-remming gevonden (tabel 5 ). 
4 4 . 3 . Invloed van virusinaktivatie op de DNA-synthese-remming 
Voor de remming der DNA-synthese is infektieus poliovirus noodzakelijk. Het 
effekt van infektieus poliovirus (1 χ 10 PFU/ml) werd in 47 experimenten verge­
leken met UV-gefbaktiveerd virus ( ^ 10 PFU/ml) . 
De gemiddelde remming door geïnaktiveerd virus bedroeg 4% jf 20%, die door 
infektieus virus 29% + 18%. Het verschil is signifikant (t-toets, ρ <£ 0, 1%). 
Een met virale cytotoxische faktor in de virusinokula lijkt dus niet verantwoorde­
lijk voor de remming der DNA-synthese. 
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Tabel 4. Relat ie remmingspercentage en donor 
DONOR 
Ab-titer 
Remming (%) ' 
Gem. + S.A. 
1 
1000 
30%+ 15% 
2 
1000 
25%+ 12% 
3 
<10 
3 6 % + 1 9 % 
4 
100 
38%+ 10% 
5 1 ) 
5000 
23%+ 22% 
6 
100 
20% + 48% 
7 
500 
30%+ 29% 
Weergegeven zijn de gemiddelde remmingspercentages ^ standaardafwijking die tijdens 
het onderzoek voor verschi l lende donors werden gevonden (minimaal 5 exper imenten 
per donor). 
Donor 5 is de donor, wiens lymfocyten door Wil lems et al.( 1969c) werden gebruikt. 
' Remming (%): z ie toelichting figuur 5. 
Tabel 5. Invloed der virulentie van pol iovirus op de remming der DNA-
synthese (n = 3) 
Virusstam 
Kontrolostam 
type 1 
Prototype 
(Mahoney) 
type 1 
Vaccinstam 
(Sabin) 
type 1 
Faeces i so laat 
type 1 
Rioolwaterisolaat 
type 1 
Virulentie 
-
+ 
-
+ 
-
Remming (%) 2 ) 
gem. + S. Α. 
47% + 14% 
52% + 3% 
3 7% + 12% 
36% + 8% 
31% + 10% 
24% + 6% 
р З ) 
( t-toets ) 
ns 
ns 
ns 
n» 
Volgens Verlinde et a l„ 1970. 
Remming (%): z ie toel ichting figuur 5. 
Getoetst of remming door betreffende stam signifikant afwijkt van remming 
door kontrô les tam. 
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4 4 .4 . Effekt van poliovirus op de vitaliteit der kweken 
De waargenomen DNA-synthese-remming kan met worden verklaard door een 
grotere celsterfte in de geinfekteerde kweken als gevolg van CPE. In een 75-tal 
experimenten met gepaarde waarneming was het gemiddelde verschil tussen de 
celkoncentraties op de 5de dag in geïhfekteerde en niet gefnfekteerde kweken: 
0, 1 χ 106 + 34% cellen/ml. (tekentoets ns) 
4 4.5. Analyse van mogelijke korrelaties 
Wij hebben onderzocht of er een verband bestond tussen de mate van de door 
PHA geïnduceerde DNA-synthese aktiviteit en de mate van DNA-synthese-rem-
ming door poliovirus. Er werd geen verband gevonden. Evenmin bleek de mate 
der DNA-synthese-remming gekorreleerd met de grootte der virusproduktie in 
ongezuiverde lymfocytenkweken. 
4 4 6. Effekt van poliovirus op met gestimuleerde lymfocytenkweken 
In een 40-tal experimenten wtrd een onderzoek gedaan naar het effekt van polio-
virus op de 'background" DNA- synthese-aktiviteit van met gestimuleerde, onge-
zuiverde lymfocytt nkweken. In 16 experimenten werd de DNA-synthese gestimu-
leerd, in 24 experimenten geremd. Het gemiddelde van alle experimenten geeft 
«.en met signifikante stimulatie van 3% + 60% (t-toets, p>50%). 
Deze gegevens zouden er op kunnen wijzen dat in niet door PHA gestimuleerde 
kweken (en waarschijnlijk ook m gestimuleerde kweken) van ongezuiverde lymfo-
cyten er zowel een stimulerend als een remmend mechanisme werkzaam is waar-
door het uiteindelijke resultaat bepaald wordt. Immers, het virus werkt ook als 
antigeen, waardoor een specifieke stimulatie van gesensibiliseerde lymfocyten 
zou kunnen optreden (Pearmain et al. , 1963, Elves et al. , 1963). Dit laatste werd 
bevestigd in die experimenten waarin het effekt van gefnaktiveerd poliovirus op 
met met PHA gestimuleerde lymfocytenkweken werd onderzocht ter bepaling 
van de mate van "cellulaire immuniteit" van de donor. In alle onderzochte ge-
vallen (6) werd een stimulatie (gemiddeld ongeveer 150%) der DNA-synthese waar-
genomen. 
4. 4. 7. Effekt van toevoegen van virus op verschillende tijdstippen na PHA-stimu-
latie 
Om na te gaan tot welk moment in de ontwikkeling der PHA-reepons,poliovirus 
nog in staat is de DNA-synthese te remmen, werden kweken van ongezuiverde 
gestimuleerde lymfocyten op opeenvolgende dagen tot en met de 5de dag na PHA 
stimulatie, beent met 10 PFU poliovirus per cel. 
De DNA-synthese werd op de 5de dag na het inzetten der kweken bepaald. De re-
sultaten van 3 experimenten zijn samengevat in tabel 6. Poliovirus blijkt tot op de 
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T.ibel 6 Invloed van het tijdstip van virubenting op de remming der 
DNA-synthese (n = 3) 
+ Р И А 
0, 5% (v/v) 
dag 0 
dag 0 
dag 0 
dag 0 
dag 0 
dag 0 
+ Vi rus 
10 P F U / c e l 
dag 0 
dag 1 
dag 2 
dag 3 
dag 4 
dag 5 
R e m m i n g (%) ' 
g e m + S.A. 
32% + 9% 
34% + 10% 
35% + 6% 
22% + 11% 
12% + 11% 
2% + 2% 
Ρ
2 ) 
( t - t o e t s ) 
< 5% 
< 5% 
< 5% 
< 5% 
ne 
ne 
' Remming (%) zie toel ichting figuur 5. 
Bepaald op de 5de dag na PHA-st imulat ie . 
' Gttoets t of betreffende remming signifikant i s . 
Зек dag na РНЛ stimulatie in staat te zijn de DNA -synthi-si signifikant (t-toets, 
ρ < 5%) te remmen. Toevoegen van poliovirus op de 5de dag heeft nauwelijks 
nog emg effekt op de DNA-synthese. 
4. 4. 8. Effekt van de Multiplicity of Infection (M. O. I. ) 
Het effekt van verschillende, afnemende koncentraties poliovirus (uitgedrukt als 
infektieuze eenheden (PFU) per cel) op de DNA-synthese van met PHA gestimu­
leerde lymfocyten is samengevat in t a b e l ? . 
De gemiddelde remmingspercentages van 4 experimenten met gepaarde waarne-
-4 
ming zijn weergegeven. Het blijkt dat bij een M. O. I.vanlO de DNA-synthese 
van gestimuleerde lymfocyten met signifikant (t-toets, p> 5%) meer wordt ge­
remd. 
4 1.9. Invloed van guamdine op de remming door poliovirus 
Guaiudine is een specifieke r e m m e r van de replikatie van poliovirus en heeft 
geen invloed op ht-t cellulaire nucleïnezuurmetabolisme (Crowther et al., 1961). 
Ti rwijl guamdme wel de virusvermenigvuldiging remt, zou het geen invloed op 
de door poliovirus in HeLa-cellen geïnduceerde remming van de cellulaire RNA-
<. η (.iwitsynthese hebben (Bablaman et al., 1965), doch wel de door virus geïndu-
ceerde reinming der DNA-synthese voorkomen (Powers et al., 1969). 
In tabel 8 zijn de resultaten van 5 experimenten samengevat. Onmiddellijk na be-
eilten der kweken met poliovirus werd guamdine (Fluka) (100 jig/ml) toegevoegd. 
Zoalb blijkt remt guamdine de virusproduktie volledig, doch voorkomt met de 
door virus geTnduceerde DNA-synthese-inhibitie. 
4 . 5 . Interaktie tussen monocyten (makrofagen) en lymfocyten in de door virus 
geïnduceerde remming der DNA-synthese 
Zoals uit de voorgaande resultaten bleek is de gemiddelde door poliovirus geïn-
duceerde remming van de door PHA geïnduceerde DNA-synthese van ongezuiver-
de lymfocyten signifikant groter dan de remming van de DNA-synthese van ge-
zuiverde lymfocyten, 
Hieruit zou men kunnen konkluderen dat monocyten en/of polymorfkernige leuko-
cyten, die immers tijdens de zuiveringsprocedure worden verwijderd, noodzake-
lijk zijn voor de door virus gefnduceerde DNA-synthese-inhibitie. 
Om deze hypothese te testen werden gezuiverde monocytenkweken bereid (zie 
Materiaal en Methoden) waaraan vervolgens gezuiverde, gestimuleerde en met 
gestimuleerde lymfocyten werden toegevoegd (1x10 cellen per buis). Er werden 
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Tabel 7. Invloed d e r M. O. I. op de r e m m i n g d e r D N A - s y n t h e s e (n = 4) 
M . O . I. 
P F U / c e l 
40 
20 
10 
1 
I O ' 1 
ю-
2 
I O " 3 
ю-
4 
. o "
5 
ю-
6 
R e m m i n g (%) ' 
g e m . + S Λ. 
3 1 % + 15% 
36% + 11% 
37% + 17% 
38% + 12% 
3 7% + 18% 
28% + 14% 
2 0 % + 9% 
9 % + 8% 
2 % + 4% 
2 % + 3% 
P 2 ) 
( t - t o e t s ) 
<5% 
< 5 % 
< 5 % 
< 5 % 
< 5 % 
< 5 % 
< 5 % 
n s 
n s 
n s 
' R e m m i n g (%): z ie toe l icht ing f iguur 5. 
" ' G e t o e t s t of be t re f fende r e m m i n g s igni f ikant i s . 
Tabel 8. Invloed van guanidinc op de r e m m i n g d e r D N A - s y n t h e s e (n = 5) 
4 ΡΗΛ 
0 , 5 % (v/v) 
+ 
+ 
+ 
+ 
Virus 
10 P F U / c e l 
-
+ 
-
+ 
Guamdine 
1 0 0 ^ g r / m l 
-
-
+ 
+ 
V i r u s p r o d u k t i c ' 
(«I4) 
100% 
0% 
R e m m i n g (%) 2 ) 
g e m . + S.A. 
0% 
46% + 19% 
5 % + 3% 
49% + 21% 
M a x i m a l e v i r u s p r o d u k t i c op dag 4 = 100%. 
R e m m i n g (%): z ie toe l icht ing figuur 5. 
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15 e x p e r i m e n t e n m e t g e p a a r d e w a a r n e m i n g v e r r i c h t . De g e m i d d e l d e r e m m i n g u -
p e r c e n t a g e s zi jn w e e r g e g e v e n in tabe l 9· 
T a b e l 9. D N A - s y n t h e s e e n v i rus-gelViduceerde r e m m i n g in kweken van g e z u i v e r d e 
en niet g e z u i v e r d e lymfocyten, van g e z u i v e r d e m o n o c y t e n en van m e t 
m o n o c y t e n g e r e k o n s t i t u e e r d e g e z u i v e r d e l y m f o c y t e n (n = 15) 
L y m f o c y t e n ' 
( g e z u i v e r d ) 
. 
-
-
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
Monocyten 
( g e z u i v e r d ) 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
Ρ HA 
0, 5% (v/v) 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 
Virus 
10 P F U / c e l 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
-
-
+ 
D N A - s y n t h e s e 2 ^ 
cpm + v . с 
1200 + 133% 
34. I O 3 + 108% 
18. I O 3 + 111% 
3200 + 2 2 1 % 
19. I O 3 + 103% 
2 1 . I O 3 + 100% 
115 + 4 1 % 
780 + 124% 
230 + 124% 
1300 + 129% 
34. I O 3 + 110% 
17. 1 0 3 + 97% 
R e m m i n g (%) ' 
g e m . + S.A. 
44% + 2 4 % 
(39% + 29%)* 
-4% + 3 7 % 
47% + 25% 
Ρ
4 ) 
( t - t o e t s 
<0, 1% 
<0, 1% 
ns 
<0, 1% 
2) 
3) 
4) 
1 x 1 0 c e l l e n p e r b u i s , g e z u i v e r d : + , n ie t g e z u i v e r d : -
B e p a a l d op de 4de dag na inze t ten d e r kweken. 
G e d u r e n d e 5 uur ge labe ld m e t l ^ C i / b u i s H - T d R ( S p e c . Akt. 5 C i / m m o l ) . 
R e m m i n g (%): z ie t o e l i c h t i n g figuur 5. 
G e t o e t s t of be t re f fende r e m m i n g s ignif ikant i s . 
V e r m i n d e r d e P H A - r e s p o n s in kweken van g e z u i v e r d e l y m f o c y t e n . 
Men k a n h i e r u i t het v o l g e n d e af le iden: 
De s t e r k v e r m i n d e r d e r e a k t i e van g e z u i v e r d e l y m f o c y t e n op PHA is na r e k o n s t i -
t u t i e van de lymfocyten m e t m o n o c y t e n w e e r n o r m a a l en k o m t o v e r e e n m e t de 
r e a k t i e van n ie t g e z u i v e r d e lymfocyten op P H A . De m o n o c y t (makrofaag) bli jkt 
dus noodzake l i jk te zijn v o o r e e n o p t i m a l e P H A - r e s p o n s (zie e v e n e e n s hoofdstuk 3). 
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Dit celtype blijkt eveneens noodzakelijk te zijn voor de door virus gelYidu-
ceerde DNA-synthese-inhibitie. De remming welke inde gezuiverde lymfocyten-
kweken geheel achterwege blijft, is weer wel aanwezig in de gerekonstitueerde 
kweken waarin aan gezuiverde lymfocyten gezuiverde monocyten werden toege-
voegd. Bij vergelijking van de DNA-synthese aktiviteiten -uitgedrukt in cpm per 
buis- valt het bovendien op dat de suboptimale reaktie van gezuiverde lymfocyten, 
met of zonder virus, op PHA,nagenoeg gelijk is aan de reaktie van ongezuiverde, 
met virub geïhfekteerde lymfocyten op PHA en ook nagenoeg gelijk is aan de 
reaktie van gerekonstitueerde, met virus geinfekteerde lymfocytenkweken op PHA. 
Deze waarneming geeft ons een mogelijke verklaring voor het mechanisme van de 
DNA-synthese-remming door poliovirus. In de diskussie (hoofdstuk 6) zal dat 
nader worden uitgewerkt. Uit tabel 9 blijkt eveneens dat de monocyt (makrofaag) 
niet of nauwelijks aan de DNA-synthese aktiviteit bijdraagt. Verder mag men 
aannemen dat de gezuiverde monocytonkweken in slechts geringe mate zijn ver-
ontreinigd met lymfocyten, gezien de zeer lage DNA-synthese aktiviteit in de 
monocytenkwekcn waaraan PHA werd toegtvotgd. 
4 .6 . Konklubies 
De voornaamste konklusies uit dit hoofdstuk worden in het kort geresumeerd. 
a) Dt gemiddelde, door poliovirus gefnducterde remming der DNA-synthese van 
met PHA gestimuleerde, ongezuiverde lymfocyten is signifikant groter (t-toets, 
ρ <2%) dan die van gezuiverde lymfocyten. 
b) Dt op basis hiervan geopperde veronderstelling dat de monocyt (makrofaag) 
noodzakelijk zou zijn voor de DNA-synthese-inhibitie werd bevestigd in onze 
experimenten waarin gezuiverde lymfocyten werden gerekonstitueerd met ge­
zuiverde monocyten. Dat de polymorfkermge leukocyten (PMN) een rol van 
betekenis zouden spelen lijkt daarom onwaarschijnlijk, temeer daar de PMN 
reeds na 48 uur volledig degenereren onder in vitro ombtandigheden (zie ook 
Elves et al . , 1962). 
c) Terwijl guamdine, dat de virusvermenigvuldiging volledig remt, de DNA-syn­
these-remming met voorkomt en virusvermenigvuldiging dus niet noodzakelijk 
lijkt te zijn, is toch alleen infektieus virus in staat het effekt op te roepen. 
d) Toevoegen van poliovirus vanaf de 4de dag na PHA stimulatie heeft geen sig­
nifikante invloed meer op de DNA-synthese, evenmin M. O. I. 's lager dan 
IO" 3 . 
e) Geen der variabelen van de door ons gemodificeerde kultuurkondities had een 
signifikant effekt op de resultaten of vormde een verklaring voor de diskre-
pantie tussen onze resultaten en die van Willems et al.(1969c). 
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Hoofdstuk 5. Onderzoek naar d( verminiuvuldiginc van poliovirus in lymfo-
cvtin on monocyte η 
5. 1. Inleiding 
Zoals in het voorgaande hoofdstuk werd beschreven, waren wij met in staat de 
bevindingen van Willems et al.( 1969c)inzake de remming van de DNA-syntheee 
van gestimuleerde lymfocyten door poliovirus te reproduceren. 
De experimenten die in dit hoofdstuk worden beschreven, hebben tot doel na te 
gaan of in ons systeem ook het vermenigvuldigingspatroon van poliovirus in met 
PHA gestimuleerde en niet gestimuleerde lymfocyten zich onderscheidt van het 
patroon zoals dat door Willems et al (1969b)werd gevonden. Zij vonden dat de 
virusopbrengst in met PHA gestimuleerde, ongezuiverde lymfocytenkweken on­
geveer 10 maal zo hoog was als m met gestimuleerde lymfocytenkweken. De 
verhoogde virusreplikatie was hot gevolg \an een toename van het aantal virus-
producerende cellen ("infective centers"), terwijl de virusopbrengst per cel 
voor gestimuleerde en niet gestimuleerde kweken hetzelfde was + 10 PFU/cel . 
In overeenstemming met de gegevens van Edelman et al,(1968) voor VSV schre­
ven zij deze toename toe aan het ontstaan van virus-gevoelige lymfoblasten 
-onder invloed van PHA- waaraan poliovirus efficiënter adsorbeerde,en waarin 
het efficiënter penetreerde en repliceerde. Daarentegen zouden met gestimuleer-
de lymfocyten zeer ongevoelige gastcellen voor poliovirus zijn. Zoals zal blijken, 
stemmen onze resultaten inzake de virusreplikatie evenmin overeen met die van 
van Willems et al . Wij vonden geen verhoging van de virusreplikatie in niet PHA 
gestimuleerde, ongezuiverde lymfocytenkweken. Veeleer was er sprake van een 
lichte afname. 
5. 2 Resultaten 
5 .2 . 1. Vermenigvuldiging van poliovirus in kweken van ongezuiverde lymfocyten 
In figuur 7 Arordt het verloop van de virusvermenigvuldiging in ongezuiverde 
lymfocytenkweken weergegeven. De kweken werden bereid zoals beschreven onder 
Materiaal en Methoden, vervolgens beent met 1 PFU poliovirus per cel. Het niet 
geadsorbeerde virus werd de volgende dag door drie maal wassen verwijderd, 
waarna de buizen opnieuw werden voorzien van 1 ml vere medium. De kontrole-
buizen ontvingen geen PHA. Op opeenvolgende dagen werden buizen van zowel 
gestimuleerde als met gestimuleerde kweken ingevroren bij -20 С en na beëindi-
ging van het experiment getitreerd volgens de plaque-methode. Na het wassen 
bedraagt het gemiddelde celverlies ongeveer 50%. Om deze reden werden de cel-
len na het wassen met in 2 ml maar in 1 ml vers medium geresuspendeerd. Deze 
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Figuur 7. Vermenigvuldiging van poliovirus in kweken van gezuiverde monocyten 
en van wel en niet met PHA gestimuleerde, gezuiverde en ongezuiverde 
lymfocyten. 
Weergegeven zijn de gemiddelden van 21 experimenten met ongezuiverde 
lymfocyten, van 12 experimenten met gezuiverde lymfocyten en van 6 
experimenten met gezuiverde monocyten, waarin de virusproduktie 
dagelijks werd bepaald. 
De kweken werden onmiddellijk na bereiding beent met 1 PFU/cel polio­
virus. Het niet geadsorbeerde virus werd na 20 uur weggewassen. 
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handelwijze bleck geen invloed te hebben op de resultaten De in de figuur weer-
gegeven waarden stellen de gemiddelden voor van 21 experimenten waarin dage-
lijks de virusopbrengst werd bepaald. De virusproduktie komt ee r s t na de tweede 
dag goed op gang en bereikt op de 3de à 4de dag een maximum. Hoewel de maxi-
male virusproduktie in niet gestimuleerde lymfocyten op dag 4 en in de gestimu-
leerde lymfocyten op dag 3 lijkt te liggen, zijn de verschillen tussen de virusop-
brengsten op de 3de en de 4de dag met signifikant (t-toets, p>10%). 
Indien niet anders vermeld is , werd voor onze experimenten daarom volstaan 
met de bepaling der virus opbrengst op de 4de dag. De gemiddelde, maximale 
virusproduktie in ongezuiverde, met gestimuleerde lymfocytenkweken bedraagt 
(650 + 750)x 103 PFU/ml (t-toets, p < 0 , 1%) (n = 64). Het 95% betrouwbaarheidsin-
terval is (650 + 190)x 10 PFU/ml Uit dit resultaat blijkt dat er een aanzienlijke 
variabiliteit bestaat tussen de verschillende experimenten met betrekking tot de 
virusvermenigvuldiging. Een nader onderzoek toonde aan dat de mate van v i rus-
produktie afhankelijk is van de donor 
De gemiddelde, maximale virusproduktie in met PHA geFtimuleerde lymfocyten-
kweken bedraagt (530 + 690)x 103 PFU/ml (t-toets, р < 0 , 1%) (η =64), het 95% be-
trouwbaarheidsinterval(530 + 170)x 10 PFU/ml. Het verschil tussen de virus­
produktie in beide systemen is niet signifikant (t-toets, p>10%) 
In figuur 10 is de ontwikkeling van het aantal virus producerende cellen, als 
fraktie van het totaal aantal cellen ("infective centers") en bepaald als beschre­
ven onder 2 7. 2. , weergegeven voor zowel gest imuleerd· als niet gestimuleerde, 
ongezuiverde lymfocytenkweken. De weergegeven waarden stellen de gemiddelden 
voor van 4 experimenten. Ook met betrekking tot het percentage "infektive cen­
t e r s " blijkt er tussen beide typen van kweek geen signifikant verschil te bestaan 
(t-toets, p> 5%). Het gemiddelde percentage "infective centers " bedraagt in 
niet gestimuleerde kweken 5% + 4%, in gestimuleerde kweken 6% + 5%. 
5. 2. 2 Effekt van koncentratic en tijdstip van toevoeging van PHA 
Uit de voorgaande experimenten bleek dat stimulatie met PHA geen signifikante 
invloed heeft op de virusproduktie in ongezuiverde lymfocytenkweken. Dit werd 
eveneens bevestigd door 3 experimenten waarin de invloed van de koncentratie 
van PHA op de virusvermenigvuldiging werd onderzocht. Terwijl de koncentra­
tie van PHA aanzienlijke invloed had op de PHA-re spons (zie hoofdstuk 3) wae 
de virusopbrengst in kweken met respektievelijk 0, 5%, 1, 0% en 2, 0% PHA vri j­
wel gelijk (tabello). 
Ook toevoeging van PHA op verschillende dagen na de enting met virus (onder­
zocht in 3 experimenten) had geen signifikante invloed op het verloop van de 
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Figuur 8. Ontwikkeling der "infective c e n t e r s " in met pol iov irus beënte kweken 
van ongezuiverde lymfocyten gedurende de kweekperiode . 
W e e r g e g e v e n zijn de gemiddelden van 4 exper imenten . 
Tabel 10. Invloed van de PHA koncentratie op de virusproduktie in kweken 
van ongezuiverde lymfocyten (n = 3) 
PHA -koncentrat ie 
% (v /v ) 
0 
0,5% 
1,0% 
2,0% 
DNA-synthese ( d ^ 1 * 
cpm + v. c. 
1 χ 1 0 3 + 35% 
120 χ 1 0 3 + 58% 
110 χ 1 0 3 + 54% 
50 χ 1 0 3 + 50% 
Virusproduktie ( d 4 ) 
( P F U / m l ) , g e m . + ν . с . 
650 χ IO3 + 6 1 % 
500 χ IO 3 + 59% 
400 χ IO 3 + 5 7 % 
400 χ IO3 + 62% 
Ρ
2 ) 
(t-toets ) 
ne 
η · 
пв 
2) 
DNA-synthese in niet met v irus beënte kontrolekweken. 
Getoetst of betreffende virusproduktie afwijkt van de virusproduktie in 
niet g e s t i m u l e e r d e ( - P H A ) kweken, 
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virusvermenigvuldiging (tabel 11). 
Het feit dat PHA geen invloed heeft op de virusproduktie in ongezuiverde lymfo-
cytenkweken werd eveneens bevestigd door de bevinding dat in kweken waarin 
door een of andere oorzaak de PHA-respons minimaal was, de virusproduktie 
toch "normaal" was. 
5. 2. 3. Effekt der kultuurkondities op de virusproduktie 
Dezelfde faktoren die werden onderzocht op hun invloed op de remming van de 
DNA-synthese door poliovirus (paragraaf 4.4. 1.) bleken ook op het door ons 
gevonden patroon der virusvermenigvuldiging geen signifikante invloed te heb­
ben. Evenmin was het patroon der virusreplikatie veranderd m kweken waarin 
het met geadsorbeerde virus onmiddellijk na de adsorptiepenode werd wegge­
wassen, met dien verstande dat het tijdstip der maximale virusproduktie een 
dag vroeger leek te liggen (op dag 3). 
5 2.4. Effekt van de celkoncentratie 
Hoewel het algemene patroon der virusvermenigvuldiging voor de onderzochte 
celkoncentratie ч (0, 5, 1 ,0 ,2,0x10 cellen/ml) hetzelfde is, laat tabel 12 zien 
dat de virusopbrengst, zoals te verwachten is, lineair afhankelijk is van de 
celkoncentratie (n = 3). Er bleek een kritisch, minimaal celaantal per buis 
(0, 5x10 cellen) te bestaan waaronder nauwelijks nog virusproduktie in de 
kweken kon worden aangetoond. Onze experimenten werden uitgevoerd met 
kweken van 2 ml celsuspensie met een koncentratie van 1x10 cellen per ml. 
Na het wassen voor de verwijdering van het met geadsorbeerde virus -waarbij 
een gemiddeld verlies van ongeveer 50% optrad- - werden de cellen geresus-
pendeerd in 1 ml medium, zodat de celkoncentratie l x 10 cellen/ml bleef. 
5 2. 5. Effekt van M. O.I.'s groter of gelijk dan 1 PFU/cel 
In 3 experimenten met gepaarde waarneming werd de invloed van een M. O. I. 
van 1 en 10 PFU/cel op de virusvermenigvuldiging van ongezuiverde lymfocyten-
kweken bestudeerd. In één experiment met gepaarde waarneming werd even-
eens een M O. I. van 1 en 40 PFU/cel getest. 
Het blijkt dat een M. O. I. van 1 PFU/cel reeds voldoende is om de voor virus 
gevoelige celpopulatie volledig te infekteren (tabel 13). 
Een verhoging van de M. O. I. heeft geen effekt op het virusvermemgvuldigings-
patroon en de virusopbrengst. Het systeem is dus reeds verzadigd bij 1 PFU/cel. 
Indien niet anders vermeld, werd voor onze experimenten een M. O. I. van 
1 PFU/cel gebruikt. 
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Tabel 11. Invloed van hot tijdatip van PHA toüvoeging op de virubproduktic 
in kweken van ongezuiverde lymfocyten (n = 3) 
P H A 
0 .5% (v/v) 
dag 0 
dag 1 
dag 2 
dag 3 
DNA-syn these ( d 4 ) ^ 
cpm + v. с 
600 + 67% 
110 χ IO 3 + 56% 
85 χ I O 3 + 36% 
30 χ I O 3 + 32% 
5 χ IO 3 + 2 7 % 
V i r u s p r o d u k t i e (d.^) 
( P F U / m l ) , g e m . + ν . с . 
920 χ I O 3 + 62% 
900 χ I O 3 + 60% 
680 χ IO 3 + 63% 
750 χ IO 3 + 58% 
900 χ I O 3 + 64% 
Ρ
2 ) 
( t - t o e t s ) 
п в 
n e 
n a 
п в 
DNA-synthese in met met virus beënte kontrolekweken. 
-) Getoetst of betreffende virusproduktie signifikant afwijkt van de virusproduktie 
in niet gestimuleerde (-PHA) kweken. 
Tabel 12. Invloed van de celkoncentratie op de virusproduktie in kweken 
van met PHA gestimuleerde, ongezuiverde lymfocyten (n = 3) 
С e l - k o n c e n t r a t ie 
χ 1 0 6 / m l 
0 . 5 
1,0 
2 , 0 
D N A - s y n t h e s e ( d 4 ) 1 ^ 
cpm + v. с . 
40 χ IO 3 + 38% 
85 χ I O 3 + 36% 
100 χ I O 3 + 53% 
V i r u s p r o d u k t i e ( d 4 ) 
( P F U / m l ) , g e m . + v . c . 
300 χ I O 3 + 37% 
750 χ I O 3 + 53% 
1400 χ I O 3 + 67% 
DNA-synthese in niet beënte kweken. 
Tabel 13. Invloed der M. O. I. op de virusproduktie in kweken van 
ongezuiverde lymfocyten (n = 3) 
M. O. I. 
P F U / c e l 
1 
10 
Virusproduktie (d4) 
( P F U / m l ) , g e m . + v . c . 
600 χ 10 3 + 80% 
500 χ 1 0 3 + 82% 
1) 
Ρ 
(t-toets ) 
n s 
Getoetst of betreffende virusopbrengsten signifikant van elkaar afwijken 
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5. ¿. 6 Effekt van Μ. Ο.Ι.ΐ k le iner dan I P F U / c e l 
Wij hebben vervolgens proeven gedaan met lagere M. O. I. 'ь 
De kweken werden beent mut v irus en na adsorptie met gew< ssen, omdat wij 
aannamen dat het met-geadsorbeerde virus de eventuele viri sproduktie niet 
zou m a s k e r e n . 
In figuur 9 zijn de resultaten van 8 experimenten met gepaarde waarnemitig 
samengevat . Men kan hieruit af leiden dat bij een M. O. I. van 10 en 10" het 
s y s t e e m nog verzadigd i s , doch dat dit met m e e r het geval i s bij een M. O. I. 
van 10" . Weliswaar wordt -in het laatste geval- op de 4de dag de maximale 
virusproduktie nog bereikt, doch op de derde dag is de v irueopbrengst minder 
dan die bij hogere M. O. I. ' s . Klaarblijkelijk was het s y s t e e m bij de aanvang 
van het exper iment met vol ledig verzadigd. De niet gefnfekteerde cel len worden 
echter, tijdens het experiment,alsnog door het geproduceerde virus, afkomstig 
uit de bij aanvang wel gefnfekteerde ce l len, gefnfekteerd en op deze wijze wordt 
op de 4de dag toch een maximale v irusopbrengst bereikt. Bij een M. O I. van 
10" P F U / c e l wordt echter ze l fs op de 4de dag de maximale v irusopbrengst 
niet m e e r bereikt. 
5.2 7. Vermenigvuldiging van pol iovirus in kweken van gezuiverde lymfocyten 
Uit de voorgaande resultaten bleek dat de door PHA gclnduceerde lymfoblast 
geen extra bijdrage levert aan de v irusvermenigvuldiging in ongezuiverde 
lymfocytenkweken. In de volgende exper imentrn wordt een poging ondernomen 
om het celtype dat verantwoordeli jk is voor de v irusrepl ikat ie te identif iceren. 
Daartoe werd het effekt bestudeerd van een zuiver ingsprocedure zoals b e s c h r e v e n 
onder Materiaal en Methoden, waardoor de fagocyterende celtypen polymorf-
kermge leukocyten en monocyten, grotendeels uit de leukocytensuspensie worden 
verwijderd en waardoor we een gemiddeld + 95% zuivere lymfocytensuspensie 
verkri jgen (+ 5% PMN en minder dan 1% monocyten). 
Kweken van gezuiverde, ges t imu leerde en met ges t imu leerde lymfocyten werden 
opgezet overeenkomstig de beschrijving onder Materiaal en Methoden en vervo l­
gens beent met 1 P F U / c e l . De volgende dag werd het met geadsorbeerde v irus 
weggewassen . De gemiddelden van 12 experimenten waarin het patroon van de 
v irusvermenigvuldiging dagelijks werd nagegaan zijn w e e r g e g e v e n m figuur 7 (p. 63). 
Het blijkt dat de virusproduktie in gezuiverde lymfocytenkweken s lechts gering i s 
(ongeveer 10 maal lager dan die in ongezuiverde lymfocyten). De maximale v i r u s ­
produktie valt op de 3de à 4de dag na het inzetten van de kweken. Daarom werd 
voor de volgende experimenten volstaan met de bepaling van de virusproduktie op 
de 4de dag. De gemiddelde, maximale virusproduktie in met gest imuleerde g e -
zuiverde lymfocytenkweken bedraagt(54 + 73)x 10 P F U / m l ( t - toets , p < 0, 1%) 
(n = 47). Het 95% betTouwbaarheidsinterval is (54 + 21)x 10 P F U / m l . De gemidde l -
de, maximale virusproduktie in m e t PHA ges t imuleerde , gezuiverde lymfocyten-
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Figuur 9. Invloed der M. O.I. op het patroon der viruevermenigvuldigmg in 
kweken van ongezuiverde, met met PHA gestimuleerde lymfocyten. 
Weergegeven zijn de gemiddelden van 8 experimenten. 
De figuur werd geschematiseerd. De kurven voor met PHA gestimu-
leerde kweken werden weggelaten. Zij volgen hetzelfde patroon. 
De kweken werden onmiddellijk na bereiding beent met poliovirus. 
Het met geadsorbeerde virus werd met weggewassen. 
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kweken bedraagt (П ± 69)x 103 PTU/ml (t-toets, ρ < 0, 1%) (η = 47), het 95% be­
trouwbaarheidsinterval is (78 + 20)x 10 P r u / m l . 
Het verschil in virusproduktie tussen di, beide typen van kweek is niet signifi­
kant (t-toets, p>20%). 
In 32 experimenten met gepaarde waarneming werd zowel de virusproduktie in 
ongezuiverde als gezuiverde lymfocytenkweken bepaald. Het gemiddelde verschil 
tussen de maximale virusproduktie in ongezuiverde lymfocytenkweken en ge­
zuiverde lymfocytenkweken is signifikant (t-toets, p < 0 , 1%). Uit deze experi­
menten valt te konkluderen dat de kleine, met gestimuleerde lymfocyt zeer waar­
schijnlijk niet verantwoordelijk is voor de virusvermenigvuldiging. 
Evenmin lijken de eventueel in met gestimuleerde kweken aanwezige lymfoblas-
ten een wezenlijke bijdrage aan de virusreplikatie te leveren, daar in met PHA 
gestimuleerde lymfocytenkweken, waarin ongeveer 50 - 80% lymfoblasten aanwe­
zig zijn, do virusvermenigvuldiging met of nauwelijks toeneemt. Hoogstwaar­
schijnlijk is с én van de, door de zuivermgsprocedurc geëlimineerde celtypen ver-
antwoordelijk voor de virusvcrmemgvuldiging. De geringe virusproduktie in ge-
zuiverde lymfocytenkweken zou kunnen worden toegeschreven aan de aanwezig-
heid van een residu van voor virus gevoelige cellen dat achterblijft na de zui-
venngsprocedure . Deze indruk werd nog versterkt door de bevinding dat in 
kweken van lymfoc>ten, die gezuivi rd werden over een met gesiliconeerde kolom, 
waarmee de zuivering minder efficiënt is, ook de virusproduktie relatief hoger is . 
5 .2 .8 . Celtype verantwoordelijk voor de virusvermemgvuldiging 
In 3 experimenten, uitgevoerd met partieel zuivere kweken van polymorfkcrnige 
leukocyten (PMN), welke waren samengesteld uit ongeveer 75% PMN en 25% lym-
focyten, bleek geen virusgroei doch virusinaktivering plaats te vinden. 
Uit bovenstaande gegevens wordt waarschiinlijk dat noch de lymfocyt, noch de 
polymorfkermge leukocyt, maar de monocyt de gasteel is waarin v i rus-
vermenigvuldiging plaats vindt. 
Dit vermoeden wordt versterkt door het feit dat de verschillen in virusproduktie 
tussen de verschillende donors gekorreleerd leken te zijn met het percentage mo-
nocyten in het bloed van de donor. Bovendien vonden wij dat in ongezuiverde kwe-
ken het gemiddelde percentage "infective centers" ongeveer 5% en in gezuiverde 
kweken ongeveer 1% was. Deze percentages komen globaal overeen met de per-
centages monocyten in ongezuiverde en gezuiverde lymfocytensuspensies ( zie 
3.2.). 
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5 . 2 . 9 . Vermenigvuldiging van poliovirus in kweken van gezuiverde monocyten 
Om de in de vorige paragraaf geopperde veronderste l l ing dat de monocyten de 
voornaamste rol zouden spelen in het vermenigvuld ig ingsproces van pol iovirus 
te toetsen, werden, zoals beschreven onder Materiaal en Methoden, g e z u i v e r -
de monocytenkweken bereid met behulp van de "g lass -adherence" techniek. Het 
aantal cel len per buis lag tussen 0, 5 - 1 , 0 x 1 0 ce l len . De kweken waren s lechts 
in geringe mate "verontreinigd" met lymfocyten, zoals blijkt uit de ger inge r e -
aktie op PHA van deze kweken (tabel 9 ) (p . 60X 
De kweken werden gefnfekteerd met 1 P F U pol iovirus per ce l en de volgende dag 
drie maal gespoe ld ter verwijdering van het niet geadsorbeerde v i r u s . In figuur 
7 is het vermenigvuldigingspatroon van pol iovirus in monocytenkweken w e e r g e -
geven. De waarden s te l len de gemiddelden voor van 6 experimenten, waarin het 
verloop van de virusproduktie dagelijks werd bepaald. Na de tweede dag is een 
aanzienlijke t i terst i jging waar te nemen. De maximale virusproduktie valt op 
de 3de à 4de dag. In de volgende experimenten werd volstaan met de bepaling 
der virusopbrengst op de 4de dag. 
De gemiddelde maximale virusproduktie in monocytenkweken bedraagt(3200 + 
2200)x 10 P F U / m l ( t - toets , ρ < 0 , 1%) (n = 2 1), het 95% betrouwbaarheidsinterval 
is (3200 +_ 980)x 10 P F U / m l . Hot versch i l in virusproduktie tussen gezuiverde 
monocyten en gezuiverde lymfocyten is signifikant ( t-toets , p ^ O , l%)(n = 21; m = 
47), (t-toets voor2 steekproeven). 
Afgezun van de kwantitatieve a spekten, komt het patroon der v i rusvermenigvu l-
cli^ing in monocyten met dat in ongezuiverde lymfocyten overeen, een argument 
te meer om aan te nenien dat juist de monocyten in ongezuiverde kweken verant­
woordelijk zijn voor de virusproduktie. 
Tabel 14 laat z ien dat toevoeging van PHA aan gezuiverde monocytenkweken geen 
signifikante invloed heeft op de virusproduktie. Dit is evenmin het geval indien 
l x 10 of 2 χ 10 gezuiverde lymfocyten aan gezuiverde monocytenkweken worden 
toegevoegd (tabel 14). Indien echter met PHA gest imuleerde, gezu iverde lymfo­
cyten worden toegevoegd, blijkt de virusproduktie signifikant ( t- toets , p < 1%) 
(n = 9) af te nenien. Een mogelijke verklaring voor de verminderde virusproduk­
tie zal in de d i skuss ie worden gegeven. 
5 . 2 . 10. Vermenigvuldiging van avirulente en virulente po l iov i russ tammen in 
lymfocytenkweken 
In 3 experimenten met gepaarde waarneming werd het repl ikatiepatroon van zo­
wel een virulente (prototype-stam type 1) a ls een avirulente (vacc ins tam van 
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Tabel Ы. Invloed van РНЛ eii/oi lymfocyton op do \ iruspruduktu· in kwi'krn van 
gezuiverde monocyten (n = 9) 
P H A 
0 , 5 % (v/v) 
-
+ 
-
+ 
Aantal toegevoegde 
lymfocyten 
1 χ 1 0 6 
2 x 10 6 
1 χ 1 0 6 
2 x 1 0 6 
V i r u s p r o d u k t i e ( d 4 ) 
( P F U / m l ) , g e m . + v . c . 
3000 χ 1 0 3 + 70% 
3200 χ 1 0 3 + 74% 
3300 χ 1 0 3 + 34% 
3500 χ 1 0 3 + 33% 
2500 χ 10 3 + 47% 
¿700 χ 1 0 3 + 45% 
P 1 * 
(t-toets ) 
n e 
n e 
n e 
Ρ < 1% 
ρ < 1% 
Getoetst of betreffende virusproduktie signifikant afwijkt van virusproduktie 
in kontrôlekweek (-). 
Tabel 15. Vermenigvuldiging van een avirulente, virulente en "geadapteerde" polio-
virusstam in kweken van gezuiverde en ongezuiverde lymfocyten (n = 3) 
V i r u s s t a m 
Kontroles tc im 
type 1 
Proto type - s tam 
(Mahoney) 
type 1 
Vaccinstam 
(Sabin) 
type 1 
Kontrolestam 
(niet geadapteerd) 
type 1 
"Geadapteerde" 
stam 
type 1 
Viru -
len-
t ie 
+ 1) 
Virusp roduk t i e (d4) ( P F U / m l ) , g e m . + v . c . 
ongezu ive rde lymfocyten 
-PHA 
600 χ 1 0 3 + 53% 
4 0 0 x l 0 3 + 55% 
750 χ 1 0 3 + 55% 
400 x l O 3 + 30% 
800 x l O 3 + 36% 
+PHA 
450 χ IO 3 + 52% 
350 χ IO 3 + 53% 
650 χ IO 3 + 57% 
350 χ IO 3 + 33% 
700 χ IO 3 + 29% 
g e z u i v e r d e l y m f o c y t e n 
- Р И А 
5 0 x l 0 3 + 45% 
50 χ IO 3 + 4 5 % 
60 χ I O 3 + 44% 
10 χ I O 3 + 37% 
2 0 x I O 3 + 37% 
+PHA 
7 5 x l 0 3 + 43% 
50 χ IO3 + 39% 
lOOxlO3 + 4 6 % 
15x I O 3 + 33% 
25 χ IO3 + 35% 
Volgens Verlinde et al.(1970). 
type 1) stam van poliovirus vergeleken met dat van onze kontrôle-stam. De 
virusproduktie werd bepaald in kweken van gestimuleerde en niet gestimuleerde, 
van zowel gezuiverde als met gezuiverde lymfocyten. Er werd geen sig-
nifikant verschil in virusproduktie tussen de kontrôle-stam enerzijds en de 
beide overige stammen anderzijds gevonden (tabel 15). De virusopbrengst voor 
de avirulente stam leek groter dan die voor de virulente stam. 
Verder werd een onderzoek verr icht met een aan lymfocyten "geadapteerde" polio-
virusstam die was verkregen door de kontrole-stam 6 maal te passeren in ge-
zuiverde met РИА gestimuleerde lymfocyten, zoals beschreven werd door o.a. 
Eustatia (1971). De virust i ters van deze stam in kweken van gestimuleerde 
en ongestimulcerde, van zowel gezuiverde als ongezuiverde lymfocyten, 
leken hoger dan die van de kontrôle-stam (tabel 15). PHA had echter geen effekt 
op de virusproduktie van de "geadapteerde" stam, zoals dit het geval was voor 
aan muizelymfocyten "geadapteerd " mengovirus (Eustatia, 1971). 
5. ¿. H. Onderzoek naar de ontwikkeling der virusgevoeligheid van kweken van 
lymfocyten en van monocytenkweken tijdens de kweekperiode 
Uit het replikatn-patroon van poliovirus en de ontwikkeling dor "infektive centers" 
in ongezuiverde lymfocytenkweken kan worden gekonkludeerd dat de toename van 
de virusproduktie, na een aanvankelijke "lag"-periode van 1 à ¿ dagen, gepaard 
gnat met een geleidelijke toename van het aantal virus producerende cellen. Aan-
gezien het byslcem reeds bij een M. O. I. van 1 PFU/cel verzadigd is , moet deze 
toename van het aantal virus producerende cellen toegeschreven worden aan een 
geleidelijke verandering in de gevoeligheid van cellen voor poliovirus: aanvanke-
lijk ongevoelige cellen zouden geleidelijk gevoeliger worden. 
Deze veronderstelling werd bevestigd door het volgende onderzoek. 
In 6 experimenten werd het effekt bestudeerd van toevoeging van poliovirus (1 PFU/ 
cel) op opeenvolgende dagen (dag 0 tot en met 3) na het inzetten van ongezuiverde, 
gestimuleerde en niet gestimuleerde lymfocyten. Na een adsorptieperiode van 1 
uur werd het niet geadsorbeerde virus door 3 maal wassen verwijderd. De vi rus-
opbrengst werd op opeenvolgende dagen bepaald. De resultaten zijn samengevat 
in figuur 10. Hieruit valt af te lezen dat, onafhankelijk van het tijdstip waarop 
virus wordt toegevoegd, toch op hetzelfde tijdstip dezelfde virusopbrengst wordt 
bereikt, welke verkregen werd bij enting op dag 0. 
De aanvankelijk optredende "lag"-periode in de virusproduktie na enting van virus 
op dag 0, is reeds bij enting op de eerste dag verdwenen en enting op de tweede 
dag geeft reeds na 24 uur de maximale virusopbrengst. 
Men mag dus aannemen dat na een inkubatieperiode van 24 à 48 uur de voor de 
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pcliovirue titer (PFU/mUTO*) 
) О о о 
•
 0 , ν / •ν,'' « ν / 
4 5 6 
day« of culture 
Figuur IO. Invloed van het tijdstip der v irusbeënting op het patroon der v i r u s -
vermenigvuldiging in kweken van ongezuiverde lymfocyten. 
Weergegeven zijn de gemiddelden van 6 exper imenten . De kweken 
werden op opeenvolgende dagen, tot en m e t de 3de dag na inzetten der 
kweken, beent met 10 P F U / c e l poHovirue. Na een v i rusadsorpt i e -
per iode van 1 uur werd het niet geadsorbeerde v i r u s w e g g e w a s s e n . 
Tabel 16. Invloed van Act inomycine D op de virusproduktie in kweken van 
ongezuiverde lymfocyten (n = 3) 
+ A c t . D 1 ' 
0, 1 μ%τ/πΰ 
-
dag 0 
dag 1 
dag 2 
dag 3 
dag 4 
RNA-synthese ( d 4 ) 2 ^ 
% 
100% 
1% 
1% 
1% 
1% 
5% 
DNA-synthese ( d 4 ) 3 ' 
% 
100% 
1% 
1% 
1% 
1% 
25% 
Virusproduktie ( d j 4 ) 
( P F U/rol 
-PHA 
7 0 0 x l 0 3 + 83% 
1 0 x l 0 3 + 6% 
1 0 x l 0 3 + 5% 
4 0 0 x l 0 3 + 63% 
6 5 0 x l 0 3 + 69% 
7 0 0 x l 0 3 + 82% 
, g e m . + ν . с. 
+PHA 
650 χ IO3 + 79% 
10 ζ IO3 + 4% 
10 χ IO3 + 6% 
4 0 0 χ I O 3 ± 6 2 % 
550 χ IO3 + 72% 
650 χ IO3 + 83% 
i ) 
2) 3 
' RNA-syntheee ( H-UR-inkorporatie) op dag 4 in met PHA gest imuleerde kweken 
Act inomycine D. 
RNA-syntheee ( 
zonder v i rus en zonder Act. D. : ges te ld op IOC 
3) D N A - s y n t h e s e op dag 4 in met PHA g e s t i m u l e e r d e kweken zonder v irus en 
zonder Act. D. : geste ld op 100%. 
' Aanvangst i ter op dag 0: 15 χ 10 + 5% P F U / m l . 
virusproduktie verantwoordelijke cellen een maximale gevoeligheid voor polio-
virus hebben verworven. Het replikatu-patroon van poliovirus in deze gevoelig 
geworden celpopulatie is ongeveer gelijk aan dat in HeLa-cellen (zie Howee, 
1959). Hierin wordt na ongeveer 12 uur na de enting met virus de maximale vi-
rustiter bereikt. De ontwikkeling van de virusgevoeligheid kan worden geblok-
keerd door toevoeging van actinomycme I^ 'fO, 1 jigr/ml). Dit antibiotikum ia 
bij deze koncentratie in staat de cellulaire RNA-synthese van met PHA gesti-
muleerde lymfocyten te remmen(Kay et al. , 1969)doch heeft geen invloed op de re-
plikatie van poliovirus (Melnick et al . , 1961). Zoals uit tabel 16 blijkt, waarin 
de resultaten van 3 experimenten worden samengevat, resulteert toevoeging van 
actinomycinc D op dag 0 en dag 1 in volledige remming en op dag 2 in onderdruk-
king van de virusproduktie, terwijl toevoeging op dag 3 geen invloed meer heeft. 
De in de voorgaande paragrafen beschreven experimenten wezen er op dat de 
monocyten de voor de virusreplikatie verantwoordelijke cellen zijn. Daarom wer-
den bovenstaande experimenten 3 maal herhaald met kweken van gezuiverde mo-
nocyten. De resultaten zijn kwalitatief in overeenstemming met die voor kweken 
van ongezuiverde lymfocyten. 
Uit bovenstaande mogen we konkluderen dat de monocyt zich in vitro binnen 24 
à 48 uur ontwikkelt van een aanvankelijk, voor poliovirus, ongevoelig celtype 
tot een voor poliovirus gevoelig celtype. 
van Merck 
5.3 . Konklusies 
De voornaamste konklusies van dit hoofdstuk worden in het kort geresumeerd: 
a) Poliovirus vermenigvuldigt zich zowel in kweken van ongezuiverde als van ge-
zuiverde lymfocyten, doch de virusopbrengst is in kweken van gezuiverde 
lymfocyten ongeveer 10 maal lager dan in kweken van niet gezuiverde lymfocyten. 
b) Stimulering der lymfocyten met phytohaemagglutinine (PHA) heeft geen effekt 
op het patroon der virusvermenigvuldiging. 
c) In partieel gezuiverde kweken van polymorfkernige leukocyten (PMN) treedt 
virusinaktivatie op. 
Uit a, b en с valt te konkluderen dat noch de kleine lymfocyt, noch de lymfo-
blast noch de PMN verantwoordelijk is voor de virusreplikatie in ongezuiver­
de kweken. 
d) De monocyt is de gasteel waarin het poliovirus zich vermeerdert. 
Men kan berekenen dat de virusopbrengst per cel ongeveer 10 PFU bedraagt. 
e) De monocyt ontwikkelt zich in vitro gedurende 24 à 48 uur van een voor polio-
virus ongevoelig tot een voor poliovirus gevoelig celtype. 
f) Geen der onderzochte variabelen vormde een verklaring voor de diskrepantie 
met de resultaten van Willems et al.(1969b). 
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Hoofdstuk 6. DiskussiL· 
Phytohemagglutinine (PHA) veroorzaakt in vitro de transformatie van kleine 
lymfocyten tot grote basofiele en zich delende lymfoblasten. Dit aktiveringe-
proces gaat gepaard met een stimulatie der RNA- en eiwitsynthese en een in-
duktie der DNA-synthese (Robbins, 1964, Elves, 1966, Ling, 1968, Naspitz et 
al., 1968). 
Uit ons onderzoek bleek dat poliovirus in staat is de door PHA geïnduceerde 
DNA-synthese van lymfocyten te remmen. Onze bevindingen kloppen in kwan-
titatief opzicht niet met die van Willems et al.(1969c). In onze experimenten 
werd een betrekkelijk geringe remming (gemiddeld 33%) waargenomen, terwijl 
Willems et al steeds een remming van 50% of groter vonden. Wij hebben geen 
verklaring voor dit verschil kunnen vinden. Wel is het opmerkelijk dat bij na-
bcrekemng van de waarden van een representatieve kurve in cen publikatie van 
Willems et al (1969c) het remmingspercentage met 50% of hoger, doch slechts 
ongeveer 25% blijkt te zijn. 
Eveneens in tegenstelling met de resultaten van Willems et al.(1969c) vonden 
wij m geïnfektterde kweken geen signifikant hogere celsterfte dan m niet gefti-
fekteerde kweken. De door hen gevonden grotere celsterfte van 10 tot 20% in ge-
infektüLrdi kweken vormde echter, zoals zij betogen, geen verklaring voor de 
remming der DNA-synthese van 50% of groter . 
Rubtllavirus geeft ook een aanzienlijk« remming van de door PHA geTndu-
ceerde DNA-synthese van lymfocyten, zonder zichtbaar cytopathologisch fffekt 
(Olson et al,, 1968). Savel et ζ1,(19Ί0) toonden aan dat de door rubellavirus ge­
ïnduceerde remming verband houdt met de graad van virulentie van de gebruik-
te rubellavirusstam wildtype stammen gaven een gemiddelde remming van 85%, 
avirulente stammen gemiddeld 25%. Een dergelijk verband kon voor poliovirus 
door ons met worden aangetoond. Er bestonden geen wezenlijke verschillen in 
remmend vermogen tussen de door ons onderzochte virulente en avirulente po-
liovirus stammen. 
Eustatia (1971) toonde aan, dat mengovirus eerst na "adaptie", door 
herhaalde passage in met PHA gestimuleerde, gezuiverde muizelymfocyten, in 
staat was de DNA-synthese te remmen. De remming was overigens het gevolg van 
celsterfte. 
Wij vonden geen verschillen in remmingsgraad tussen een 6 maal in humane 
lymfocyten gepasseerde poliovirusstam en de met gepasseerde kontrole-stam. 
Ook voor andere virussen, zoals VSV, reo- , herpes- , en vaccimavirus werd 
een, passeerbaar , remmend effekt op de door PHA geïnduceerde DNA-synthese 
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gevonden, die echter in alle gevallen toegeschreven kon worden aan het op-
treden van een cytopathologisch effekt (Willems et al,, 1969a). Ook mazelen 
remt de PHA-respons (Zweiman, 1971). 
Mycoplasma kan eveneens de door PHA geïnduceerde DNA-syntheee van 
lymfocyten remmen (Copperman et al., 1966; Simberkoff et a l . , 1969). Het ie 
echter vrijwel uitgesloten dat het remmend effekt van poliovirus zou berusten 
op de aanwezigheid van mycoplasma in de virusinokula. Immers , in geen der 
door ons gebruikte virusinokula kon mycoplasma worden aangetoond. Bovendien 
bleef de remming aantoonbaar ondanks sterke verdunning (1 : lOjOOO) van het vi-
rusinokulum (de door mycoplasma geïnduceerde remming van 75 - 90% is reeds 
na 100-voudige verdunning niet meer aanwezig|':en ondanks toevoeging aan de 
kweken van kanamycine of neomycine;' twee antibiotika die de door mycoplasma 
geFnduceerde remming der H-TdR inkorporatie in HeLa-cellen voorkomen 
(Perez et al,, 1972). De remming is afhankelijk van infektieus virus en bleef 
achterwege na toevoeging van antiserum tegen poliovirus. 
Onze bevindingen inzake het effekt van PHA op de vermenigvuldiging van po-
liovirus in ongezuiverde lymfocytenkweken zijn eveneens in strijd met die van 
Willems et al.( 1969b). Laatstgsnoemde onderzoekers vonden een verhoging 
(gemiddeld 10 maal) van de virusproduktie in lymfocytenkweken die met PHA 
waren gestimuleerd. Wij vonden daarentegen geen effekt van PHA op de v i rus-
produktie; er bestond zelfs een, overigens niet signifikante,tendens tot verlaging 
Het percentage "infective centers" nam in onze experimenten niet toe onder 
invloed van PHA. Evenals Gresser et al.(1964) in niet gestimuleerde, ongezui-
verde lymfocytenkweken, vonden wij zowel in gestimuleerde als niet gestimu-
leerde kweken 5 tot 10% "infective centers" . Willems et al.(1969b) vonden daar-
entegen onder invloed van PHA een toename van het aantal "infective centers" 
van ongeveer 1% in niet gestimuleerde, tot ongeveer 10% in gestimuleerde, on-
gezuiverde lymfocytenkweken. 
Het verschil inzake het effekt van PHA op de vermenigvuldiging van poliovirus 
tussen ons onderzoek en dat van Willems et al. kon, evenals het verschil 
inzake de remming van de door PHA geïnduceerde DNA-synthese door polio-
virus , niet worden toegeschreven aan kultuurkondities of experimentele opzet. 
* 
Niet in dit proefschrift gepubliceerde gegevens. 
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Ilei p a t r o o n d e r v i rusvermcnigva lc l ig ing ondi rg ing e v e n m i n e e n wijziging 
onder invloed v.m ΡΙΙΛ, bij gebru ik ν,ιη a n d e r e , zowel v i r u l e n t e a l s a v i r u l e n t e 
s t a m m e n , noch bij g e b r u i k van een " g e a d a p t e e r d e " p o l i o v i r u s s l a m , z o a l s d o o r 
E u s t a t i a (1971) v o o r " g e a d a p t e e r d " m e n g o v i r u s w e r d g e v o n d e n . 
Dat PHA g e e n invloed heeft op de v e r m e n i g v u l d i g i n g van p o l i o v i r u s in onge­
z u i v e r d e lymfocytenkweken, werd e v e n e e n s duidel i jk uit de e x p e r i m e n t e n w a a r i n 
het effekt van de P H A - k o n c e n t r a t i e en van het t i jd s t ip van P H A toevoeging w e r d e n 
o n d e r z o c h t . T e r w i j l d e z e f a k t o r e n een a a n z i e n l i j k e invloed h a d d e n op de PHA-
r e s p o n s , was de v i r u s v c r m e m g v u l d i g i n g onafhankeli jk v a n d e z e f a k t o r e n . 
Bovendien b l e e k uit e x p e r i m e n t e n m e t e e n v i r u s i n o k u l u m dat m e t m y c o p l a s m a 
b e s m e t b leek te zi jn, de r e a k t i e op PHA s t e r k g e r e m d (+ 75% r e m m i n g d e r 
D N A - s y n t h e s e ) t e r w i j l de v i r u s o p b r e n g s t m e t w a s a f g e n o m e n . Het i s bekend 
dat m y c o p l a s m a g e e n invloed heeft op de v e r m e n i g v u l d i g i n g v a n p o l i o v i r u s 
( H a r g r e a v e s et a l . , 1970). Onze w a a r n e m i n g dat in m e t m y c o p l a s m a v e r o n t r e i ­
nigde kweken van V e r o - c e l l e n de p l a q u e v o r m i n g d o o r p o l i o v i r u s n i e t of n a u w e ­
li jks afwijkt van die in n ie t b e s m e t t e kweken, is h i e r m e e in o v e r e e n s t e m m i n g 1 ; 
Voor a n d e r e v i r u s s e n w e r d onder invloed van PHA e e n indukt ie ( h e r p e s v i r u s : 
N a h m i a s et a l . , 1964; bofvirus- Duc-Nguyen et a l . , 1966, v a c c i m a v i r u s : M i l l e r 
et a l . , 1968) of e e n s t i m u l a t i e ( v e s i c u l a r s t o m a t i t i s v i r u s : E d e l m a n et a l . , 1968; 
p o l i o v i r u s : Wi l lems et a l . , 1969b) van de v i r u s v e r m e n i g v u l d i g i n g in o n g e z u i v e r d e 
lymfocytenkweken gevonden. Deze t o e n a m e b l e e k in a l d e z e g e v a l l e n gekoppeld 
a a n een t o e n a m e van h e t a a n t a l v i r u s - b e v a t t e n d e c e l l e n . PHA had g e e n invloed 
op de v e r m e n i g v u l d i g i n g van r u b e l l a v i r u s ( M e l l m a n et a l . , 1965) NDV, r e o - , 
S indbis- , inf luenza A-, inf luenza В-, s e n d a i - , a d e n o - en h e r p e s v i r u s ( W i l l e m s 
et al.,1969a) v a r i c e l l a - en cytoroegalovirus(Göncz31 et a l . , 1969) in ongezu ive rde 
lymfocytenkweken . 
РИА v e r m i n d e r d e zelfs de o p b r e n g s t van gele k o o r t s v i r u s (Wheelock et a l . , 
1969) m o n g e z u i v e r d e lymfocytenkweken. PHA i n d u c e e r t in o n g e z u i v e r d e lymfo­
cytenkweken i n t e r f e r o n (Wheelock, 1965 ; F r i e d m a n et a l . , 1967; G r e e n et a l . , 
1969) h e t g e e n mogel i jk de v e r k l a r i n g v o r m t v o o r deze v e r m i n d e r i n g . 
G r e s s e r 'et a l . (1964) toonden a a n dat exogeen i n t e r f e r o n nog in een hoge v e r d u n n i n g 
in s t a a t was de v e r m e n i g v u l d i g i n g van p o l i o v i r u s in n ie t g e s t i m u l e e r d e , onge­
z u i v e r d e l y m f o c y t e n te r e m m e n . 
Hoewel wij in onze e x p e r i m e n t e n e v e n e e n s e e n t e n d e n s tot v e r l a g i n g d e r p o l i o -
v i r u s o p b r e n g s t o n d e r invloed van PHA w a a r n a m e n , w a r e n wij tot op h e d e n toe 
n i e t in s t a a t e e n e v e n t u e l e , g e r i n g e h o e v e e l h e i d i n t e r f e r o n in onze kweken a a n 
te t o n e n . T 
Niet in dit p r o e f s c h r i f t g e p u b l i c e e r d e g e g e v e n s . 
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Due-Nguyen ot dl (1966) «.η Miller et al (1968) wezen reeds op de paradox, dat 
ΡΗΛ c n e m j d s de virusreplikatie van sommige virubsen in lymfocyten blijkt 
te vtrhogen, anderzijds juist de virusresistentie bevordert door induktie van de 
inteferonsyn these. 
Wij waren niet in staat in gezuiverde lymfocytenkweken onder invloed van 
PHA een verhoging der opbrengst van poliovirus aan te tonen. Andere onder­
zoekers vonden in gezuiverde, niet gestimuleerde lymfocyten geen, doch na 
PHA stimulatie wél virusvermemgvuldiging van VSV (Edelman et a l . , 1968), 
vaccinavirus (Miller et al,, 1968) en gele koorts virus (Wheelock et al., 1969). 
Zij kwamen op basis van deze resultaten tot de konklusie dat deze virussen 
met in kleine lymfocyten kunnen vermenigvuldigen, doch wel in door PHA ge-
ïnduceerde lymfoblasten. De door PHA geïnduceerde, morfologische en meta-
bolische veranderingen van de Ivmfocyt zouden een noodzakelijke voorwaarde 
zijn \ oor de virusreplikatie (Edelman et al,, 1968). 
Hoewel poliovirus werd aangetroffen in polymorfkernige leukocyten (Kovács 
et al . , 1963, Nelson et al . , 1963, 1964, Sommerville et a l . , 1964) speelt dit cel-
type waarschijnlijk geen rol in de vermenigvuldiging van poliovirus. In over-
eenstemming mt t de bevindingen van Edelman et al.(1968) voor VSV en Whee-
lock t.t al.(1969) voor gele koorts virus, toonden wij aan dat poliovirus in 
partieel gezuiverde PMN kweken wordt gtïnaktiveerd. PMN blijken bovendien 
in vitro binnen ongeveer 48 uur volledig te degenereren (Elves et a l . , 1962, 
Quaglino et al , , 1962, Yoffey et a l . , 1965). 
Samenvattend bleek uit ons onderzoek dat poliovirus zich niet of nauwelijks 
in kleine lymfocyten of lymfoblasten vermenigvuldigt en evenmin in polymorf-
kernige leukocyten. 
Daarentegen vond er wel virusvermenigvuldiging plaats in monocyten. Hiervoor 
werden reeds door Gresser et al.(1964) aanwijzingen gevonden. De monocyt 
blijkt ook gasteel te kunnen zijn voor de vermenigvuldiging van andere virussen, 
zoals VSV (Edelman et al., 1967) en gele koorts virus (Wheelock et al., 1969). 
Toevoeging van PHA of van niet gestimuleerde, gezuiverde lymfocyten had 
geen invloed, doch toevoeging van met PHA gestimuleerde lymfocyten gaf een 
signifikante vermindering van de virusopbrengst in monocytenkweken. Deze 
waarneming laat zich wellicht verklaren uit de experimenten van Epstein et 
al. (1971a) die aantoonden,dat voor de door PHA geïnduceerde mterferon-
synthese in lymfocytenkweken de aanwezigheid van makrofagen vereis t i s . 
Experimenten zijn in voorbereiding om deze hypothese te toetsen. 
De geringe vermenigvuldiging van poliovirus in gezuiverde lymfocytenkweken 
zou kunnen worden verklaard door de aanwezigheid van, na de zuiveringsprocedure 
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achtergebleven ("residu") monocyten (minder dan 1%). Ook andere auteurs v e r -
melden dat de aanwezigheid van een kleine fraktie monocyten na de zu iver inge-
procedure niet i s uit te s luiten (Oppenheim et a l . , 1968, Seeger et a l . , 1970, Al ter 
e t al . , 1970, Shortman et al . , 1971). 
Uit onze experimenten werd duidelijk dat de monocyt a l s zodanig met g e v o e -
l ig i s voor pol iov irus , maar pas na een inkubatiepenode van 2 4 - 48 uur in v i tro 
zich tot een v irus-gevoe l ig celtype ontwikkelt. Deze ontwikkeling werd geblok-
keerd door act inomycine D. Aangezien er geen aanwijzingen waren voor een 
toxische invloed van actinomycine D op de ce l l en , zou dit kunnen betekenen dat de 
RNA-synthese een voorwaarde is voor het ontstaan van het v i r u s - g e v o e l i g e 
stadium. Wij hebben het mechan i sme , dat verantwoordelijk is voor de ontwikke-
ling van de gevoel igheid , niet verder onderzocht. Hoogstwaarschijnlijk houdt 
deze ontwikkeling der v irus -gevoe l ighe id verband met de door Cohn et al . (1965) 
beschreven in v i tro transformatie van monocyt tot makroftiag, een verandering 
die zich binnen 24 - 48 uur voltrekt en gepaard gaat met een toename van de 
R N \ - LU e iwitsynthese , van het aantal n b o s o m e n en l y s o s o m e n en van de akti-
Mtcit van de lysobomale hydrolytische enzymen. Deze morfologische en b io-
chemische veranderingen zouden cen voorwaarde kunnen zijn voor de replikatic 
v.in hot v irus , zoals reeds door Edelman et al .(1967) werd g e s u g g e r e e r d . 
Men zou in dit verband kunnen denken aan de synthese van v irusspec i f i eke opper-
vldktereceptoren (Holland et al., 19ö2), aan een aktiviteitstoename van de, bij 
het "uncoating" proces van het v ir ion betrokken, hydrolytische enzymen (Mandel , 
1967), of aan de produktie van een groot aantal ,voor de v irusspec i f i eke e iwit-
synthese noodzakelijke, n b o s o m e n (Penman et a l . , 1963). 
Door andere onderzoekers werd aangetoond dat een groot aantal v i r u s s e n zich 
kan vermenigvuldigen in makrofagen van versch i l l ende oorsprong, zoals m i n z e -
hepatit isvirus (Bang et a l . , I960), arbovirus (Goodman et al . , 1962), herpesv irus 
(Johnson, 1964), ec tromel iav irus (Roberts , 1964), vacc imavirus (Tompkins et 
a l . , 1970), ve s i cu lar s tomat i t i s - , m e n g o - , r e o - , sendaivirus (Eustatia et a l . , 
1971), 
Reeds in 195 7 vermeldde Barski , dat pol iovirus z ich in ce l len van het re t icu lo-
cndotheliale s y s t e e m kan vermenigvuldigen. Daarentegen vonden Berman et al . 
(1962) geen replikatic van pol iovirus in 3 - 4 weken oude makrofagenkweken. In 
hoeverre de ouderdom van de kweken met betrekking tot de v i rus -gevoe l ighe id 
een rol bpeclt, verdient nader onderzoek. Vele faktoren blijken een rol te 
spelen in de gevoel igheid van makrofagen voor v irussen , zoals de genet ische 
eigenschappen van de gas theer (Bang et al . , I960, Goodman et al,, 1962, Kantoch 
et al . , 1963), leeftijd van de gas theer (Johnson, 1964, Hirsch et al. , 1970, Stevens 
et a l . , 1971), v irulentie van het v i rus (Roberts , 1964, Benda et a l . , 1970) en 
mmuunstatus van de gas theer (Tompkins et a l . , 1970, Avila et a l . , 1972). 
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Verklaring van de і ч т т т ц vin de door РИЛ цілГпсІисч rdu DNA-syiithist door 
poliovirus 
Dc lymfocyt-virusinti-raktie is ι.ι.·η komplex fenomeen, aangezien zowel immu­
nologische als virologische mechanismen werkzaam kunnen zijn. Het virion is 
immers niet alleen een infektieus agens, maar werkt eveneens als antigeen in een 
mogelijk immunokompetent systeem de lymfocytenkweek. Het lijkt echter uiter­
mate onwaarschijnlijk dat de remming van de DNA-synthese op een immunolo­
gisch mechanisme berust, zoals bijvoorbeeld door de bij de specifieke antigeen-
stimulatie vrijkomende "DNA-synthesis Inhibiting Factor" (Smith et al., 1970) 
of door antigeen-kompetitie (Moller, 1972). Immers, het remmend effekt 
van poliovirus bleef achterwege, indien geinaktiveerd poliovirus, dat dan alleen 
als antigeen werkzaam is, word gebruikt. 
Et η kombinatie van de van infektieus-virus afhankelijke remming van de DNA-
synthese en van de van virusantigcen-afhankelijke specifieke stimulatie zou een 
oorzaak kunnen zijn van variabele resultaten, zoals reeds door Zweiman (1971) 
werd benadrukt voor de remming van de door PHA geïnduceerde DNA-synthese 
door mazelenvirus. 
Een abortieve infektie van de kleine lymfocyt, zoals door Willems et al.( 1969c) 
werd geopperd, lijkt, mede uitgaande van hun eigen resultaten, onwaarschijnlijk, 
Het laat zich uit ι en van hun publikaties (1969b) berekenen dat slechts maximaal 
ongeveer 1% der kleine lymfocyten abortie-f gcfnfekteerd kan zijn. Tezamen met 
de ongeveer 10% 'infective cunteTs", -door hen gevonden-, lijkt het onwaar­
schijnlijk dat deze kleine fraktie gefnfekteerde cellen een verklaring vormt voor 
de door hen waargenomen remmingen van 50% of groter . Dit zou slechts moge­
lijk zijn indien men een uit de gelnfekteerde cellen vrijkomende en in het kweek-
mcdium oplosbare, DNA-synthese remmende faktor aanneemt. Een dergelijke 
faktor echter.maakt de verklaring van de remming middels een abortieve infektie 
overbodig. 
Dat poliovirus rechtstreeks invloed zou kunnen uitoefenen op de DNA-synthese 
van lymfoblasten, lijkt eveneens uitgesloten daar ons onderzoek aantoonde dat 
lymfoblasten geen rol van betekenis spelen bij de virusreplikatie. 
Het is de monocyt (makrofaag) waarin het virus repl iceert . Bovendien bleek uit 
de resultaten dat de monocyt (makrofaag) noodzakelijk is voor de remming der 
DNA-synthese. 
Men zou zich kunnen voorstellen dat bij de infektie van de monocyt (makrofaag) 
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door poliovirub, hydrolytische enzymen vrijkomen (Hotham et al., 1966), die 
het exogene TdR zouden kunnen afbreken, zodat dit beperkend wordt, waardoor 
de H- TdR-inkorporatie afneemt. Dit lijkt echter met aannemelijk, daar een 
10 voudige verlaging der specifieke aktiviteit van H-TdR geen invloed had op 
remming en verversing van het medium onmiddellijk vóór de labelingsproce-
dure de remming niet voorkwam(niet gepubliceerde gegevens). Overigens zou 
deze veronderstelling impliceren, dat de remming der DNA-synthese, na in-
fektie met poliovirus op de 3e en 4e dag na stimulatie met PHA, even groot zou 
dienen te zijn als na de infektie op de eerste dagen van de kweek, hetgeen niet 
het geval bleek te zijn. 
Tenslotte postuleren wij de volgende hypothese die een verklaring zou kunnen 
geven van de meeste in dit proefschrift vermelde resultaten. De experimenten 
in hoofdstuk 3 en 4 toonden aan dat de monocyt (makrofaag) noodzakelijk is voor 
een optimale stimulatie van lyrnfocyten door PHA. Dit bevestigt de waarneming 
van anderen, dat zowel na stimulatie met specifiek antigeen (Hersh et a l . , 1968; 
Setgcr et al., 1970, Alter et al„ 1970, Hanafin et al., 1970) als na stimulatie met 
РИЛ (Wilson, 1966, Oppenheim et al., 1968, Levis et al., 1970, Alter et al., 1970) 
oen verminderde reaktie optrad in kweken van gezuiverde lyrnfocyten. 
Uit de experimenten in hoofdstuk 4 bleek, dat ook voor de remming van de DNA-
synthese door poliovirus de monocyt (makrofaag) onmisbaar i s . 
De in hoofdstuk 5 beschreven experimenten toonden aan dat de monocyt-makro-
f mg fungeert als gasteel voor de vermenigvuldiging van poliovirus. 
Wij nemen aan dat voor de optimale stimulatie van lyrnfocyten door PHA, aktief 
metaboliserende makrofagen noodzakelijk zijn. Andere onderzoekers toonden 
aan dat voor verschillende immuunreakties in vitro,de aanwezigheid van intakte 
makrofagen noodzakelijk is (Dutton et al., 1970, Bloom, 1971, Epstein et al., 1971а,Ь). 
Men zou zich kunnen voorstellen dat op een van de volgende wijzen de makrofaag 
een rol speelt in de PHA-btimulatie van de lymfocyt 
- door een direkt kontakt tussen makrofaag en lymfocyt (vergelijk ' c luster-
formation", Cline et al., 1968, Mosier, 1969) 
- door de synthese van een extracellulaire faktor, zoals bijvoorbeeld de "Recon­
stitution Factor" (Alter et al., 1970) 
- door adsorptie van PHA aan het oppervlak van de makrofaag, waardoor het PHA 
efficiënter aan de lymfocyt kan worden gepresenteerd, zoals dat voor antigeen 
beschreven is (Pierce, 1969, Unanue et al-, 1969). 
In ons laboratorium worden deze mogelijkheden nader onderzocht. 
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Wnnnecr nu de monocyt-makrofaag wordt gcrnii.ktei.rd door poliovirus, 
dan zal dit tot gc\olg hebben dat de cellulaire RNA-en eiwitsynthese wordt 
geremd, zoals beschreven is voor andere met poliovirus geTnfekteerde cellen 
(Holland, 1964, Martin et a l , , 1968) waardoor de makrofaag niet meer in staat 
zou zijn de boven gesuggereerde rol bij de stimulatie van lymfocyten door PHA 
te vervullen en de PHA-respons dus suboptimaal blijft (zie figuur). 
Aangezien in kweken van gezuiverde lymfocyten de reaktie op PHA reeds sub-
optimaal is, omdat het merendeel der monocyten werd weggezuiverd, zal toe-
voeging van poliovirus geen of nauwelijks effekt hebben, 
Volgens deze hypothese moet de reaktie op PHA van ongezuiverde, met polio-
virus geTnfi'kteerde lymfocyten ongeveer gelijk zijn aan die van gezuiverde, al 
of met met poliovirus geTnfekteerde lymfocyten. Dit bleek ook inderdaad het ge-
val te zijn (tabel 9). Immers, in beide systemen is de voor de PHA-stimulatie 
noodzakelijke aktiviteit van de makrofaag afwezig· in het ene geval door eli-
minatie van de makrofaag door de zuiveringsprocedure, in het andere geval 
door blokkering van het metabolisme van dt makrofaag door de virusinfektie. 
Ook volgt uit de¿e hypothese dat de met monocyten gerekonstitueerde kweken 
van gezuiverde lymfocyten zich op dezelfde wijze dienen te gedragen als niet 
gezuiverde lymfocytenkweken, hetgeen ook inderdaad werd waargenomen (tabel 9)· 
Met deze hypothese zou eveneens te verklaren kunnen zijn waarom de PHA 
gefnduceerde DNA-synthese van tonsillaire lymfocyten met door poliovirus 
wordt geremd. Suspensies van tonsillaire lymfocyten bevatten immers nauwe-
lijks monocyten (zie tabel 1), hetgeen ook zou kunnen verklaren waarom de r e -
aktie van gezuiverde en niet gezuiverde lymfocyten op PHA nauwelijks van el-
kaar afwijken en over het algemeen geringer zijn dan die van perifere lymfocyten. 
Guanidine remt weliswaar de replikatie van poliovirus (Growther et al., 1961) 
doch voorkomt met de door poliovirus gefnduceerde remming van de cellulaire 
RNA- en eiwitsynthese (Bablanian et al., 1965) maar wel de door poliovirus ge-
ïnduceerde remming der DNA-synthese (Powers et al., 1969). Daar guanidine 
dus de door virus gefnduceerde remming van de RNA- en eiwitsynthese der 
makrofaag niet voorkomt en de makrofaag dus ook nu,in afwezigheid van vi rus-
replikatie, met in staat is de voor de PHA stimulatie van lymfocyten noodzake-
lijke aktiviteit te ontplooien, wordt het begrijpelijk waarom guanidine in ons 
systeem de remming der DNA-synthese door poliovirus niet voorkomt, zoals 
in het polio-HeLa-systeem (Powers et al., 1969). 
Eveneens wordt uit de voorgestelde hypothese duidelijk waarom bij toevoeging 
van poliovirus op de Ie tot de 4e dag na PHA stimulatie, de remming der DNA-
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H Y P O T H E S E 
L y m f o c y t e n k w c c k 
O n g e z u i v e r d 
Ρ HA 
Lymíocy t <.i_,ymic î М а с г с M a c r o í a a g 
P H A - r e s p o n s 
(DNA-syn these ) 
zb Opt imaa l (100%) 
G e z u i v e r d 
PHA *Lymfocyt -*• Subop t imaa l (+ 60%) 
Ongezu ive rd + P o l i o v i r u s 
Lymfocyt 
PHA <ь у т і о с 
М я г r n f ; 
-V S u b o p t i m a a l (+ 60%) 
M a c r o í a a g + V i r u s 
Zie toi-l ichting t i-kst . 
Herha l ing tabe l 9 ( g e s c h e m a t i s e e r d ) 
Ongozuiverde lymfocy ten 
Gezu ive rde lymfocy ten 
G e z u i v e r d e lymfocy ten + 
monocyten 
Gezu ive rde m o n o c y t e n 
PHA 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
Virus 
+ 
+ 
+ 
+ 
D N A - s y n t h e s e 
χ 1 0 3 c p m 
34 
18 
19 ' 
21 
34 
17 
0 , 8 
0 . 2 
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synthese afin crnt > π bij tuevoi μιημ op (lu 4e dag n.igi noi f" VLrdwc nun ia. 
Immers , tot de 4e dag truduii nog lymfoblast in in S-fasi (Jas inska et al., 1970) 
en wordt op de 4i dag de maximale РНЛ respons gevondt-n. Tot dat tijdstip 
zijn de makrofagen waarschijnlijk aktief bij de РНЛ-stimulatie der lymfocyt. 
Naarmate de makrofagen later, tijdens het proces der PHA s t imu la t ie , worden 
gefniekteerd, zijn ze langer in staat deze aktiviteit te ontplooien en neemt de 
door v irus ge ïnduceerde remming van de DNA-synthese af. 
Er blijkt een goede korrelat ie te bestaan tussen de M. O. I. die nog in staat 
ie een signifikante remming der DNA-synthese te veroorzaken (10 ) en de 
M O. I. die nog een maximale virusopbrengst op de 4e dag oplevert (eveneens 
10" ). Bij een lagere M O. I. worden de makrofagen, die voor de virusproduktie 
verantwoordel ijk zijn, n u t m e e r onmiddellijk verzadigd, zodat èn de maximale 
v irusopbrengst op de 4e dag niet wordt bereikt en bovendien de niet gefnfekteer-
de makrofagen hun aktiviteit in de PHA stimulatie der lymfocyt kunnen blijven 
ontplooien. 
De door v irus gefnduceerde remming van de P H A - r e s p o n s i s over igens geen 
verklaring voor het achterwege blijven van een st imulerend effekt van PHA op 
de vermenigvuldiging van pol iovirus in de lymfocytenkweken. Immers ook toe-
voeging van v irus op de 3e of 4e dag waarop de PHA-respons optimaal i s , gaf 
geen verhoogde v irusopbrengst in PHA ges t imuleerde lymfocytenkweken. 
Wij vonden geen verklaring voor het feit waarom de lymfoblast , in tegenstel l ing 
tot de makrofaag, ongevoelig is voor pol iov irus . Het lijkt echter waarschijnlijk 
dat deze ongevoel igheid is gebaseerd op het ontbreken van v irusspec i f i eke opper-
vlakte receptoren, daar de, in RNA- en e iwitsynthese z e e r aktieve en van vo l -
doende r ibosomen en l y s o s o m e n voorziene lymfoblast een voor de vermenigvul -
diging van pol iovirus "permiss ive" celtype lijkt te zijn. In ons laboratorium 
zal dit nader worden onderzocht. 
Wellicht ten overvloede moge er op gewezen worden dat de voorgeste lde hypo-
these a l leen is opgesteld ter verklaring van het remmend effekt van poliovirus 
op de DNA-synthese van ges t imuleerde lymfocyten, hoewel het met i s uitgesloten 
dat ze eveneens toepasbaar is op de remming der PHA-respons door andere v i -
russen zoals rubellavirus (Olson et al . , 1968) en maze lenv irus (Zweiman, 1971) 
en op de suboptimale PHA-respons bij verschi l l ende ziekten (Overzicht, Rubin, 
1970). 
In hoeverre de voorgeste lde hypothese een verklaring zou kunnen bieden voor 
de, door een aantal v i r u s s e n gefnduceerde, dysfunktie van de ce l lu la ire immuun-
reaktie (Overzicht, Notkins et al„ ,1970) , verdient nader onderzoek. 
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SAMLNVATTING 
Na de kultuurkonditics voor сі_п optimale РІІЛ-reepons van de lymfocyt te 
hebben vastgesteld en de methoden ter bepaling van de DNA-synthese - H-
TdR mkorporatie- en van de virusopbrengst -de plaquemethode- , te hebben 
gestandaardiseerd, werd een onderzoek gedaan naar het mechanisme waarop 
poliovirus de door PHA gefnducecrdü DNA-synthese van de humane, perifere 
lymfocyt remt, zoals werd beschreven door Willems et al.(1969c). 
In kweken van met PHA gestimuleerde, ongezuiverde lymfocyten werd door 
ons een remming gevonden van gemiddeld 33%, hetgeen met m overeenstemming 
is met de bevindingen van Willems et al.(1969c) die een remming vonden van 
50% of groter . Noch de door ons partieel gemodificeerde kultuurkondities, noch 
de experimentele opzet vormden een verklaring voor dit verschi l . Evenmin 
bebtond er een signifikant verschil in remming tussen avirulente en virulente 
stammen van poliovirus 
De remming is virusspecifick en afhankelijk van infektieus virus en kan met 
worden verklaard door een CPE van het virus 
De· remming nam af indien de lymfocytenkweken op opeenvolgende dagen na 
stimulatie met PHA,met poliovirus werden beent. Toevoeging van virus op de 
4de dag gaf geen signifikante remming meer . Een M O I . van 10 PFU/cel 
gaf reeds de optimale remming en met een M. O I. van 10 PFU/ce l was de 
remming nog signifikant. 
Guanidine, dat de replikatie van poliovirus remt, voorkomt niet de door polio-
virus geïnduceerde remming van de DNA-synthese 
In kwekt и van, over een kolom, gehuiverde lymfocyten bleek de PHA-respons 
signifikant (ρ <0, 1%) te zijn verminderd. 
Bovendien bleek in kweken van gezuiverde lymfocyten de door poliovirus gefn-
duceerde remming der DNA-synthese afwezig te zijn. 
De op basis van deze gegevens geopperde veronderstelling dat de monocyt-
makrofaag noodzakelijk is voor zowel een optimale PHA respons van de lymfocyt 
als voor de door poliovirus geïnduceerde remming hiervan werd bevestigd in 
een 15-tal experimenten met gepaarde waarneming, waarin naast elkaar de 
PHA-respons en de door virus gefnduceerde remming van de DNA-synthese 
werden bepaald in kweken van gezuiverde en ongezuiverde lymfocyten en van met 
monocyten gerckonstitucerde kweken van gezuiverde lymfocyten. De DNA-ьуп-
these in kweken van gestimuleerde, ongezuiverde lymfocyten met virus bleek 
gelijk te zijn aan de DNA-synthese in kweken van gestimuleerde, gezuiverde 
lymfocyten met én zonder v i rus . In de met monocyten gerekonstitueerde kweken 
van gezuiverde lymfocyten komen de PHA-respons en de remming door poliovirus 
overeen met die in kweken van ongezuiverde lymfocyten. 
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Dat de monocyt-m.ikrolang ecu bi langrijke· rol s p u i t in dit sybtiiTn word 
i-vcncens ondcTstiund door de waurm-ming dat de monoi yt-m.ikrofaag verant­
woordelijk is voor de vermenigvuldiging van роію ігиь in kweken van onge­
zuiverde lymfocyten. In tegenstt Hing met de bevindingen van Willeme et al . 
( 1 969b)konden wij een stimulerend cffekt van PHA op de virusproduktie waar­
nemen, noch in kweken van ongezuiverde, noch in kweken van gezuiverde lym­
focyten. 
Reeds een M. O. I. van 10 PFU/cel bleek het systeem te kunnen verzadigen 
en leverde de optimale virusopbrengst op. 
PHA had evenmin een stimulerend effekt op de vermenigvuldiging van door 
ons onderzochte virulente en avirulente stammen van poliovirus in kweken van 
gezuiverde en ongezuiverde lymfocyten 
Uit ons onderzoek liet zich afleiden dat de monocyt als zodanig met virusgevoelig 
is, doch zich tijdens een inkubatuperiode van 24 à 48 uur in vitro ontwikkelt 
tot een virus-gevoelig celtype. Deze ontwikkeling іь waarschijnlijk gekorreleerd 
met de transformatie in vitro van monocyt tot makrofaag (Cohn et al,, 1965). 
Op basis van de resultaten in dit proefschrift werd een hypothese opgesteld t e r 
verklaring van de door poliovirus geTnduceerde remming der DNA-synthese van 
de met PHA gestimuleerde lymfocyt. 
Verondersteld werd dat de door poliovirus gefnfekteerdc monocyt-makrofaag 
niet meer in staat is, door een door poliovirus geïnduceerde remming van het 
cclmetabolisme, zijn noodzakelijke funktie voor een optimale stimulatie van de 
lymfocyt door PITA te ontplooien. 
De voorgestelde hypothese biedt mogelijk ook een verklaring voor de door 
rubella- en mazclenvirus geTnduceerde remming van de PHA respons alsmede 
voor sommige door virus veroorzaakte immunodeficiënties. 
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SUMMARY 
After es tabl i shment of the culture conditions for an optimal response of 
the human, per ipheral lymphocyte to phytohaemagglutimn (PHA) and standardi-
zation of the methods for determination of DNA synthes is and v irus yie ld, we 
studied the mechan i sm of the pol iovirus- induced inhibition of DNA synthes i s 
in PHA-st imulated lymphocytes , as descr ibed by Wil lems t t a l . (1969c) . 
In contrast to the resu l t s of Wil lems et a l . , who cons is tent ly observed a 
virus- induced inhibition of 50% or more , we found a mean inhibition of 33% in 
non-purified lymphocyte cu l tures . Neither the culture condit ions , nor the exper i -
mental approach could account for this di f ference. 
The inhibition was v i r u s - s p e c i f i c , depended on infectious v i r u s , but was not 
prevented by guamdin, an inhibitor of pol iovirus mult ipl icat ion. The decl ine of 
DNA synthesis was not caused by v irus- induced ce l l death. 
\ o difference in inhibition was observed between virulent and non-virulent s tra ins 
of pol iovirus. 
Inoculation of pol iovirus on s u c c e s s i v e days after PHA-st imulat ion resulted in 
a decrease of the degree of inhibition and v irus inoculation from the 4 day was 
no longer accompanied by significant inhibition. 
The maximal inhibition was already found at a multiplicity of infection ( M . O . I . ) 
of 10"2 P F U / c e l l , a M . O . I , of 10"3 P F U / c e l l st i l l inhibited the DNA synthes i s 
to a significant extend. 
In cultures of column-purif ied lymphocytes , the P H A - r e s p o n s e was significantly 
reduced (p <0, 1%). 
The v irus- induced inhibition of DNA synthes i s was absent in these cu l tures . 
Experiments with monocyte-reconst i tuted cultures of purified lymphocytes , 
confirmed our hypothesis that the monocyte-macrophage i s required for an optimal 
PHA-response of the lymphocyte and its inhibition by po l iov irus . 
It became c lear that the DNA synthesis of PHA-st imulated, non-purif ied lympho-
cyte cultures, infected with pol iovirus , was about equal to the DNA synthes is of 
PHA-st imulated, purified, non-infected lymphocyte cu l tures . 
The central role of the monocyte-macrophage in the s y s t e m was supported by 
the fact that this ce l l type was found to be the host ce l l for v i rus multipl ication in 
non-purified lymphocyte cu l tures . 
In contrast to the resu l t s of Wil lems et al . (1969b), we observed, neither in 
purified, nor in non-purif ied lymphocyte cultures , a stimulating effect on v irus 
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production by РИА. 
The maximal virus yield was already obtained #it a M.O.I, of 10" PFU/cell . 
Virulent and non-virulent strains of poliovirus behaved in the s.ime way. 
It was concluded from the results that the monocyte as such is probably not 
TLsponsible for virus multiplication, but that it develops into a virus-susceptible 
cell only after in vitro incubation for 24 - 48 hours . 
This development could well correspond with in the in vitro transformation of 
monocytes to macrophages (Cohn et al. , 1965). 
On the basis of our results we proposed a hypothesis to explain the poliovirus-
induced inhibition of DNA synthesis of the PHA-stimulated human, peripheral 
lymphocyte. 
We suggest that the virus-infected monocyte-macrophage is unable, caused 
by the virus-induced inhibition of cell metabolism (Holland, 1964), to participate 
in an optimal stimulation of the lymphocyte by PHA. 
This hypothesis could also account for the rubella- (Olson et a l . , 1968) and the 
measles-induced (Zweiman, 1971) inhibition of the PHA-response of the lympho­
cyte and possibly also for some virus-induced immunodeficiencies. 
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STELLINGEN 
1 Het moeten verdedigen van stellingen is een anachronisme. 
2. De hypothese dat histonen een rol zouden spelen in de regulatie der 
gen-aktiv iteit lijkt onwaarschijnlijk. 
3. Het effektief funktioneren van de V.N. wordt bemoeilijkt door artikel 2 
van het Handvest. 
4. Door socialisatie van ons ekonomisch stelsel alleen, is de wezenlijke 
krisis ervan niet op te lossen. 
5. De ontwikkeling der techniek vormt geen bedreiging voor de demokratie, 
ze verschaft hiertoe juist de mogelijkheid. 
6. Toepassing van het profijtbeginsel op onderwijsvoorzieningen is een 
onjuist getrokken konklusie uit juist gestelde premissen. 
7. De genoten studie op kosten van de gemeenschap biedt voldoende grond om 
de te hoge honoraria van medische specialisten te verminderen. 
8. De W. U.B. geeft autoritair gezinde hoogleraren voldoende mogelijkheden 
hun macht onaangetast te laten. 
9. Van iedere industriële gebruiker van rivierwater moet worden geeist dat 
hij zijn toevoerkanaal stroomafwaarts van zijn afvoerkanaal plaatst. 
10. De Verenigde Staten van Amerika maken zich in Indo-China schuldig aan 
oorlogsmisdaden volgens normen van internationaal recht. 
19 januari 1973 F. Soontiëns 



